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1 Einleitung 
1.1 Der geschichtliche Hintergrund   
- von der hitzigen Kopfkrankheit der Pferde bis zum Borna Disease -  
Johann Baptist von Sind (1709-1776) beschreibt in seinem Buch „Der Pferdearzt“ 1766  
„Von der Kopfkrankheit imbesonderen“: „Das Pferd ist anfänglich traurig und versagt sein 
Futter; es läßt den Kopf und die Ohren hängen, hat Hitze und Schleim im Maul, trübe und 
wässrige Augen; wanket im Gehen hin und her, als ob es schwindelich wäre; [...] drücket 
den Kopf gegen die Mauer, [..] endlich fället es in convulsive Bewegungen, woran es meist 
das Leben lässet (SIEDAMGROTZKY et al. (1886))“ (GELLERT  (1995)). 
1858 schreibt Johann Jacob Wörz, Hoftierarzt des Königs von Württemberg, eine 
Abhandlung über „Die halbacute Gehirn-Entzündung oder Kopfkrankheit der Pferde“. Er 
beobachtete eine Häufung der Krankheit im Frühjahr, stellte fest, daß es weder alters- noch 
geschlechtsgebunden auftrat und vermutete, daß es mit einem einseitigen, eigentümlich 
schnarrenden Atemgeräusch aus einem Nasenloch zusammenhinge. Nach Wörz begann die 
Kopfkrankheit oftmals mit Lähmungserscheinungen der Lippen und Zunge, einer schlaffen 
Lähmung der Unterkiefermuskulatur und dem daraus resultierenden Unvermögen der 
Nahrungsaufnahme. Als klassisches Todessymptom galt ein immer stärker werdendes 
Zähneknirschen (GELLERT (1995) .  
Franz Friedberger und Eugen Fröhner bezeichneten die hitzige Kopfkrankheit der Pferde im 
Jahre 1887 erstmals als Infektionskrankheit: „Endlich erinnert das Krankheitsbild zuweilen 
an eine Infectionskrankheit. Das häufige Erkranken mehrerer Thiere zu derselben Zeit, die 
sehr oft wiederkehrende Annahme, daß ein dunstiger, unreiner Stall den Ausgangspunkt der 
Krankheit gebildet habe, vor allem aber das Fehlen jedweder entzündlicher Veränderungen 
im Gehirn oder dessen Häuten bei der Section neben dem Nachweis gewisser, für eine 
infectiöse Erkrankung ganz charakteristischer anderweitiger Organerkrankungen, z.B. einer 
trüben Leber, einer ausgesprochenen Blutzersetzung, von Ekchymosenbildung usw., 
erwecken den Eindruck, als ob man es in diesen Fällen mit einer primären, allg. 
Bluterkrankung zu thun habe, welche erst secundär mit cerebralen Symptomen verläuft und 
dadurch eine selbständige Gehirnaffection vortäuscht“ (FRIEDBERGER et al. (1887), 
GELLERT (1995)). 
1896 führte Oberroßarzt a. D. Gensert erstmals den Begriff der Bornaschen Krankheit (BK) 
in die Fachliteratur ein: „Unter diesem Namen tritt seit einem Jahr in hiesiger Gegend eine 
Krankheit auf, die bis dahin hierselbst unbekannt war. Vor Jahren schon (1891) soll sie in 
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und bei Borna (Kreisstadt in Sachsen) beobachtet worden sein, daher der Name der 
Krankheit.“(GENSERT (1896))“(GELLERT (1995)) 
In den folgenden Jahren wurde versucht, Bakterien oder Pilze als ursächlich für die 
Bornasche Krankheit nachzuweisen.  Die Überlegungen gingen sogar soweit, daß zwischen-
zeitlich bereits von „Bornakokken“ gesprochen wurde (HEYDT (1914)). 
Ernst Joest und Kurt Degen beschrieben intranukleäre Einschlüsse vor allem im Bereich des 
Ammonshornes, die sich spezifisch anfärben und von anderen zellulären Bestandteilen klar 
abgrenzen ließen. Diese, als Joest-Degensche Einschlußkörperchen benannten Strukturen, 
konnten bei allen an Borna Disease erkrankten Pferden nachgewiesen werden (JOEST et al. 
(1909)). Nach dieser Entdeckung war es möglich, die Bornasche Erkrankung zumindest post 
mortem sicher zu diagnostizieren. 
Wilhelm Zwick (1871-1941) demonstrierte im Jahre 1924 erstmalig einen intrazerebralen 
Übertragungsversuch an Kaninchen, später auch Rückübertragungen auf das Pferd. Es kam 
zu den charakteristischen Symptomen der Bornaschen Erkrankung, die histopathologisch  
über Joest-Degensche Einschlußkörperchen nachgewiesen werden konnte.  Zwick zeigte, 
daß die Bornasche Erkrankung auch bei Schafen vorkommt (ZWICK et al. (1927), (1924), 
(1926), (1937)).  Filtrationsversuche gaben den Hinweis auf das Vorliegen eines Virus. 
Wenig später gelang der Nachweis eines RNA-Virus, das als Ursache der Bornaschen 
Erkrankung erkannt wurde, und demnach Bornavirus genannt wurde. Es ist behüllt und hat 
einen Durchmesser von 90 nm. Die molekulare Charakterisierung und Genomsequenzierung 
erfolgte erst 1994 (vgl. 3.1.) (CUBITT  et al. (1994)).   
Nachdem die infektiöse Natur der Erkrankung offenkundig geworden war, wurden 
Überlegungen zur Therapie und Prophylaxe angestellt. Erste Therapieansätze waren 
Urotropin (Hexamethylentratramin, Robert v. Ostertag (1924); Gellert (1995)), das aber in 
den 60er Jahren wegen zweifelhafter Wirkung nicht weiter angewendet wurde. Es folgten 
vergebliche Versuche mit Sulfonamiden (40er und 50er Jahre).  
Erfolglos blieben auch Versuche erkrankte Tiere mit spezifischem Serum zu heilen (1896). 
Zwick entwickelte einen aktiven Impfstoff, der jedoch nur einen unvollständigen Immun-
schutz hervorrief. Er vermutete als Ursache für die schlechte Schutzwirkung das Vorhanden-
sein unterschiedlicher Serotypen des Virus. Die Untersuchung von 24 Stämmen in Kreuz-,  
Immunisierungs- und Neutralisierungsverfahren, zeigte aber, daß nur ein Serotyp des Virus 
vorhanden ist (ZWICK et al. (1927), (1924), (1926), (1937)).  
Die serologische Diagnostik beruhte in den 30 bis 50er Jahren auf der Komplement-
bindungsreaktion (KBR) (IMIG (1928)), (VON SPROCKHOFF (1954)). 1968 wurde in 
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Gießen ein spezifischer Nachweis mittels indirekter Immunfluoreszenz entwickelt 
(WAGNER et al. (1968)). 
Zunächst galt das Virus als nicht-humanpathogen. Im Jahre 1985 gelang es dann erstmals, 
BDV-Serumantikörper bei psychiatrischen Patienten nachzuweisen (AMSTERDAM et al. 
(1985)) (ROTT et al. (1985)). Studien über die unterschiedliche Prävalenz von BDV in 
psychiatrischen und gesunden Populationen wurden daraufhin an unterschiedlichen 
Instituten und Kliniken durchgeführt. Die Ergebnisse waren sehr unterschiedlich und 
entscheidend von dem untersuchten Kollektiv und der psychiatrischen Diagnose beeinflußt. 
Auch regionale Einflüsse waren ausschlaggebend. Es konnte jedoch gezeigt werden, daß die 
Prävalenz unter Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen wesentlich höher ist als in der 
gesunden Normalbevölkerung (10-50 % zu 0-10 %). Dies wurde als Hinweis dafür gewertet, 
daß das Virus nicht nur den Menschen infizieren, sondern auch eine Erkrankung bzw. 
Symptomatik hervorrufen kann.  
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1.2 Ziele und Aufgaben 
Die Infizierbarkeit des Menschen mit dem Bornavirus und die Häufung dieser Infektion bei 
Personen mit psychiatrischen Erkrankungen deutet auf eine pathogenetische Relevanz des 
Virus hin. In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Verfahren für die BDV-Diagnostik 
erprobt, unter anderem IFT, WB, ELISA, RT-PCR aus Blut und Hirn, immun-
histochemischer Antigennachweis und FACS-Analyse (SCHWEMMLE et al. (1999)). 
Keines dieser Verfahren hat in Ringversuchen fehlerfreie Ergebnisse geliefert. Bis heute 
fehlt ein Goldstandard.  
Ziel meiner Arbeit ist es, Nachweisverfahren für Bornavirus-Infektionen beim Menschen zu 
etablieren und im Rahmen einer epidemiologischen Studie zu evaluieren sowie patho-
physiologische Vorgänge der Infektion in-vitro zu untersuchen.  
Dazu waren im einzelnen folgende Aufgaben zu lösen: 
-  serologische Verfahren zum Nachweis einer Bornavirus-Infektion bei Patienten am 
Universitätsklinikum der RWTH Aachen zu etablieren; 
-   Verfahren zum Nachweis viraler Nukleinsäuren (NAT) aus Patientenproben aufzu-
bauen und zur praktischen Anwendung zu bringen; 
-   rekombinante virale Antigene für die diagnostische Anwendung  zu exprimieren; 
-  die Prävalenz von Bornainfektionen in ausgewählten Kollektiven zu bestimmen; 
-   eine Analyse klinisch-psychiatrischer Befunde unter Berücksichtigung der epidemio-
logischen Studie vorzunehmen; 
-     eine Nervenzellinie zu etablieren, die persistent mit dem Bornavirus infiziert ist.; 
- in-vitro-Untersuchung zum pathophysiologischen Verlauf der Bornainfektion an der 
Nervenzellinie durchzuführen. 
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2 Material und Methoden  
2.1 verwendete Chemikalien 
Allgemein verwendete Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die spezifischen 
Chemikalien, wie z.B. Oligonukleotide und Antikörper werden in Zusammenhang mit den 
entsprechenden Verfahren aufgeführt.  
Tabelle 1: Aufstellung verwendeter Chemikalien, ihre Hersteller bzw. die Bezugsquellen 
Chemikalien Hersteller / Lieferant 
10 x PCR-Puffer Qiagen 
2-Mercaptoethanol Merck 
2-Propanol Merck 
Aceton Merck 
Acrylamid 2x Serva 
Agarose (Qualex Gold Agarose) AGS GmbH 
Ammoniumpersulfat Sigma 
Ammoniumthiozyanat Sigma 
Borsäure Merck 
Bromphenolblau Sigma 
CaCl2 Merck 
Chloroform Sigma 
Coomassie brilliant blue R-250 Sigma 
Desoxynucleoside Triphosphat Set 
PCR Grade; 4x25 µmol Boehringer Mannheim 
Diaminobenzidinhydrochlorid Sigma 
Diethylpyrocarbonat [DEPC] Sigma 
Dimethylsulfoxid [DMSO] Sigma 
DTT Sigma 
Dulbeccos MEM (ohne L-Glutamin, 
mit 4,5 G/l Dextrose) ICN Biomedicals, Inc. 
EDTA [Titriplex III] Merck 
Essigsäure 96 % Merck 
Essigsäure, Eisessig 100 % Merck 
Ethanol Merck 
Ethidiumbromid (100 mg/ml) Sigma 
Ficoll Typ 400-DC Sigma 
FKS Sigma 
Glasgow Minimum Essential Medium Sigma 
Glutamin 200 mM Sigma 
Glycerin Merck 
Glycin Sigma 
Guanidine-Thiozyanate Sigma 
KH2PO4 Merck 
Magnesiumchlorid Merck 
Magnesiumsulfat Merck 
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Chemikalien Hersteller / Lieferant 
Methanol p.a. Merck 
MOPS [3-[N-
Morpholino]propansulfonic-acid] Sigma 
N´, N´Methylenbisacrylamid Merck 
Na2HPO4 Merck 
NaCl Merck 
NaH2PO4 Merck 
NaOH Merck 
Natriumacetat Sigma 
Nonidet P-40 Fluka Biochemika 
Penicillin-Streptomycin-Lösung  Sigma 
Perhydrol 30 % H2O2 Merck 
RNA-Clean-Lösung AGS GmbH 
Salzsäure (rauchend, 37 %) Merck 
SDS [Lauryl-Sulfate] Sigma 
Taq-Polymerase Qiagen 
TPA [PMA] [1,62 mM] Opregen Pharma, aus Kit 
´Phagoburst´ 
Tris-HCl  Sigma 
Triton X-114 Sigma 
Trizma-Base 
[Tris[hydroxymethyl]aminomethane] Sigma 
Trypan Blau Lösung; 0,4 % Sigma 
Trypsin (2,5 %-Lösung) Life Technologies 
Tween 20 
[Polyoxyethylensorbitanmonolaurate] Sigma 
Xylenzyanol Merck 
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2.2 BDV - das Virus: Aufbau, Genom und Proteine 
2.2.1 Charakterisierung 
Das BDV gehört zu den Mononegavirales. Hier gehört es zu der Familie der Bornaviridae. In 
die Gruppe der Mononegavirales gehören die Rhabdoviridae, Paramyxoviridae und 
Filoviridae. Das BDV besitzt ein nichtsegmentiertes, einsträngiges RNA-Genom in Negativ-
orientierung. Ein besonderes Charakteristikum des Virus ist seine Replikation im Zellkern. 
Erst 1999 gelang es, das Virus immunelektronenmikroskopisch mittels anti-P40-Antikörpern 
darzustellen. Es handelt sich um ein sphärisches, umhülltes (∅ 130 nm), mit 7 nm langen 
Spikes versehenes Virus, mit einem helikalen Ribonukleoproteinkomplex (∅ 60 nm) und 
einem  4 nm dicken Nukleokapsid (KOHNO et al. (1999)).    
2.2.2 Genom 
Das Genom ist 8903 Basen lang. Es enthält fünf große, offene Leserahmen (ORF I-V) und 
zwei kleinere (x1 und x2), die zum Teil überschneidend zu den großen ORF´s liegen 
(CUBITT et al. (1994)). Es gibt mehrere BDV-Stämme, die sich in ihrem Genom 
unterscheiden, und zum Teil nur Übereinstimmungen von 81 % aufweisen, wobei Trans-
kriptionsstart- und terminationssignale sowie Spließansatzpunkte kaum Differenzen 
aufzeigen (PLESCHKA et al. (2001)). Ebenso sind die Proteinsequenzen mit nur einer 
Ausnahme (P10 bis zu 20 % Differenzen) konstant (NOWOTNY et al. (2000)). Das Genom 
eines Virusstammes ist in einer Zellkultur nur wenigen Veränderungen durch Mutation 
unterworfen (FORMELLA et al. (2000)), beim Menschen jedoch gerade in den p24-
Abschnitten mit erheblichen Variabilitäten der Nukleinsäuren von bis zu 4-7 % versehen 
(KISHI et al. (1996)). Eine Superinfektion einer BDV-infizierten Zellkultur mit einem 
anderen BDV-Stamm gelang nicht (FORMELLA et al. (2000)).  
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2.2.3 Gene und entsprechende Proteine  
Das Genom des Borna Disease Virus (BDV) kodiert 6 bisher identifizierte Proteine (s. Tab. 
2): ein Nukleoprotein (N), ein Phosphoprotein (P), ein Matrixprotein (GP18), ein Typ-I 
membranständiges Glykoprotein (P57), die Polymerase (Pol), das Protein P10 und ein erst 
kürzlich identifiziertes Protein X. Es ist noch wenig über die Funktion der einzelnen Proteine 
bekannt, jedoch gibt es Hinweise darauf, daß P, N und X Teile des Ribonukleoproteins sind 
(SCHWEMMLE et al. (1999)).   
Tabelle 2: Gene und entsprechende Proteine (CUBITT et al. (1994)), MODROW et al. (1997)) 
Rahmen Basen- 
abschnitt 
Protein- 
größe 
Protein- 
name 
Funktion (KOPROWSKI  (1995)); Ergänzungen s. 
Kapitel der einzelnen Proteine  
ORF I 54-1163 40 kDa P40 Nukleoprotein, Bestandteil des Nukleokapsids und des S-Antigens, nukleinsäurebindend 
ORF II 1272-1874 24 kDa P24 Phosphoprotein, Bestandteil des Nukleokapsids und des S-Antigens 
ORF III 1893-2318 16 kDa P16 nicht-glykosyliertes Matrix-Protein 
ORF IV 2685-3743 40 kDa 57 kDa 
P57 ~ 
GP56 
Membranprotein, Glykoprotein 
Funktion unbekannt 
ORF V 4143-8744 170 kDa P190 RNA-Polymerase  
ORF X1 1223-1483 14,5 kDa P10 Interaktion zwischen P24 und P40 
ORF X2 2236-2556 12 kDa ?  
Abbildung 1: Genomorganisation von BDV  
ORF ~ open reading frame; P40, P24, Gp 18, P57, P190, P10 ~ spezifische Proteine (vgl. 2.2.3) 
1 ⇒ 43 ⇒         1175 ⇒                 1885 ⇒         [Transkriptionsstartsignal] 
   ⇐ 43             ⇐ 1192              ⇐ 1882  [Transkriptionsterminationssignal]        ⇐ 4511      ⇐ 8855
Leader-Region 
1 → 43 
Trailer-Region
8848 → 8903 
ORF I 
54 → 1163 
40 kDa 
P40 
X1 
1223 → 1483 
14,5 kDa 
P10 
ORF II 
1272 → 1874 
24 kDa 
P24 
ORF III 
1893 → 2318 
16 kDa 
Gp18 
X2 
2236 → 2556 
12 kDa 
ORF IV 
2685 → 3743 
? kDa 
P57 
ORF V 
4143 → 8744 
170 kDa 
P190 
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2.2.4 Proteine  
2.2.4.1 P40 
Beim P40 handelt es sich um ein Nukleoprotein, welches mehr als 50 % der viralen Proteine 
in den infektiösen Partikeln darstellt. Zusammen mit dem P24, einem phosphorylierten 
Protein, bildet es das S-Antigen, jenes Protein, welches aus infiziertem Gewebe isoliert 
werden konnte (MODROW et al. (1997)). Es existieren zwei Formen, wobei die 39kDa-
Form an ihrem NH2-Terminus 13 Aminosäuren mehr besitzt als die 38kDa-Form. Beide 
Formen werden in transfizierten Zellen produziert, und lassen sich mit dem monoklonalen 
Antikörper (bo18) nachweisen. Die 39kDa-Form wird im Zellkern konzentriert vorgefunden, 
während sich die 38kDa-Form sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma nachweisen läßt 
(PYPER et al. (1997)). Es konnte gezeigt werden, daß nicht nur P40 in beiden 
Kompartimenten, also Zellkern und Zytoplasma vorkommt, sondern daß P40 vielmehr eine 
Shuttel-Funktion zwischen Zellkern und -plasma übernimmt (KOBAYASHI et al. (2001)).  
Die 13 Aminosäuren enthalten die Sequenz Pro-Lys-Arg-Arg, die dem VP1-Protein des 
simian virus 40 (Pro-Thr-Lys-Arg-Lys) und des Polyomavirus (Pro-Lys-Arg-Lys) sehr 
ähnlich ist. Bei beiden Viren stellt dies das Signal zur nukleären Lokalisation dar („nuclear 
localization signal (NLS)“). Es gibt zwei mRNA-Spezies für diese unterschiedlichen Formen 
des Proteins. In infizierten Zellen findet sich eine zweifach höhere Anzahl der 39kDa-Form 
(RNA und Protein) gegenüber der 38kDa-Form. Es wird vermutet, daß die hohe 
Konzentration der 39kDa-Form im Zellkern für die Lokalisation der Replikation im Zellkern 
verantwortlich ist. Im Zellkern replizierende Viren müssen ihren gesamten Replikations-
apparat in den Zellkern bringen (vgl. simian virus 40, Polyomavirus). Die Replikation des 
BDV im Zellkern ist erforderlich, um die BDV mRNA zu spleißen. Das Ribonukleoprotein 
Core besteht aus den Polymerase-Proteinen P und L und der RNA, die eng vom 
Nukleokapsidprotein umgeben ist. Ist dies Protein an den Zellkern gebunden, ermöglicht 
dies vielleicht eine gesamte Replikation im Zellkern. Bei Versuchen, in denen Mutanten (nur 
eine Mutation) benutzt wurden, welche die Bereiche von Lys-Arg-Arg in den ersten 13 
Aminosäuren der 39kDa-Form betrafen, wurde trotz hoher Replikationsrate keine 
Lokalisierung im Zellkern festgestellt. Wurden gleiche Versuche mit mehreren Mutationen 
versucht, so nahm die Gesamtreplikation erheblich ab (PYPER et al. (1997)).  
2.2.4.2 P24 
P24 ist ein Phosphoprotein (P), das zusammen mit dem N-Protein (P40) das S-Antigen 
darstellt. Es enthält viele Ser-Thr-Reste zur Phosphorylierung am Serin. Der NH2-Terminus 
des P24 enthält eine Reihe saurer Aminosäuren (PYPER et al. (1997)).  
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In einer Studie wurde mit den von mir gewählten Primern eine Amplifikation für P24 mit 
anschließender Sequenzierung durchgeführt. Dies ergab allein bei 3 Patienten eine enorme 
Variabilität im zweiten ORF. Von jedem Patienten wurden fünf Klone erstellt; innerhalb 
eines Patienten ergaben sich Variabilitäten der Nukleinsäuren von 4 - 7 %, bei den Amino-
säuren von 8-17 %. Zwischen den unterschiedlichen Patienten ergaben sich Unterschiede der 
Nukleinsäuren von 6-13 %, der Aminosäuren von 13-28 %. Der Nachweis derartiger 
Quasispezies zeigt eine hohe Mutationsrate in-vivo im ORF II (KISHI et al. (1996)). Es wird 
diskutiert, daß auch P24 als funktionelles NLS (nuclear localization signal) wirkt. Hierfür 
sprechen zum einen die Akkumulation von P im Zellkern, die Interaktionen mit dem Protein 
X, und die Tatsache, daß bei Vorhandensein von P das Protein X in den Zellkern wandert 
(SCHWEMMLE et al. (1999)).   
Untersuchungen des quantitativen Verhältnisses von P40 zu P24 zeigten große Unterschiede 
im Quotienten P24/P40 in Abhängigkeit von dem Status der infizierten Zelle (persistierend 
infiziert, akut infiziert) und der Zellart (s. Tabelle 3; WATANABE et al. (2000)).   
Tabelle 3: P24/P40-Quotient in unterschiedlichen Zellsystemen (WATANABE et al. (2000)) 
Zellen Zellkultur Überstand Hirnzellen infizierter Wüstenrennmäuse 
Status persistent-infiziert akut-infiziert persistent-infiziert akut-infiziert Wochen nach Infektion 
P24/P40 7,96 0,46-0,88 0,14 0,21 2,00-2,92 
2.2.4.3 P190 (Pol) 
P190 ist im vierten ORF kodiert und hat eine Größe von 190 kDa. Aufgrund seiner Lage auf 
dem Genom dürfte es der RNA-abhängigen RNA-Polymerase der anderen Negativ-
strangviren entsprechen (MODROW et al. (1997)). Das P190 (Pol) wird durch zwei Exons 
kodiert, die ein Spleißvorgang auf RNA-Ebene miteinander verbindet. Sie wird intrazellulär 
phosphoryliert und interagiert mit dem P24 (WALKER et al. (2000)).    
2.2.4.4 P10 
Das Protein P10, das mit 87 Aminosäuren eines der kleinsten Proteine ist, scheint eine 
wichtige Rolle in der Interaktion von P40 und P24 zu spielen. Es wird aus dem ORF x1 
überlappend mit den Genabschnitten des P24 aus dem ORF II synthetisiert (MALIK et al. 
(1999)). P10 ist primär intranukleär lokalisiert, und konnte in direkter Bindung an P24 und 
indirekter Bindung an P40 nachgewiesen werden, was für die intranukleäre Clusterbildung 
essentiell zu sein scheint (WOLFF et al. (2000)).  Die direkte Bindung an das P24 erfolgt 
über eine Bindungs-Stelle am N-Terminus (MALIK et al. (2000)).   
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2.2.4.5 GP56 ~ P 57 
Das Membranprotein GP 56 (auch P57 genannt), das durch ausgeprägte Glykosylierung als 
84 kDa-Protein intrazellulär nachgewiesen werden kann, ermöglicht über rezeptorabhängige 
Endozytose den Eintritt des Virus in die Zelle (PEREZ et al. (2001)). Die Aminosäure-
sequenzfolge des P57 weist Charakteristika eines Typ-I-Membranproteins auf (Gly-
kosylierung; aminoterminales Signalpeptid; carboxyterminal lokalisierte, hydrophobe 
Verankerungsregion). Es könnte dem G-Protein des respiratory syncytial virus entsprechen. 
(MODROW et al. (1997)).   
2.2.4.6 P16 bzw. BDV-M 
Über das von dem ORF III kodierte 16 kDa große Protein P16 wurde in den letzten Jahren 
viel diskutiert, da es erst als Glykoprotein nachgewiesen wurde, in der RNA-Sequenzierung 
sich aber keine Sequenzen fanden, die für eine N-terminale Glykosylierung typisch wären. 
Man geht heute davon aus, daß P16 ein nicht-glykosyliertes Matrixprotein an der Innenseite 
der Virusmembran ist, wie es unter den Mononegavirales typisch ist (KRAUS et al. (2001)).   
2.2.5 Replikation 
Negativ-Strang-RNA-Viren müssen vor der Transkription mittels RNA-abhängiger RNA-
Polymerase eine komplementäre RNA bilden. 
Die BDV-Replikation findet im Zellkern statt, damit das Virus auf die vorliegenden 
Spleißosomen für die Transkription seiner Gene zurückgreifen kann. Es wurde gezeigt, daß 
abhängig davon, ob es sich um das native Virus oder um Genabschnitte in Plasmiden 
handelt, es zu unterschiedlichen Spleißprodukten kommt. So werden Plasmide häufiger und 
mit anderer Affinität an den jeweiligen Introns gespleißt. Dies wird auf den Einfluß der 
RNA-Poymerase zurückgeführt (JEHLE et al. (2000)). Es werden die Proteine P57 und P190 
von mRNA-Spezies translatiert, die durch alternatives Spleißen eines gemeinsamen 
Vorläuferproduktes gebildet werden. Das Transkriptionsterminationssignal T2 am Ende des 
p24-Gens kann in seltenen Fällen überlesen werden. Es entstehen dann größere, 
bizistronische mRNA-Moleküle, die zusätzlich die Information für Gp18 und P57 enthalten. 
Es gibt bisher keinen Hinweis auf die Translation der beiden Proteine auch von diesen 
RNA´s. Das Durchlesen am Signal T3 ist jedoch für die Synthese einer durchgehenden 
mRNA für p190 essentiell. Ob hierdurch auch die Menge an P190 reguliert wird, das als 
Enzym nur in geringer Kopienzahl in der infizierten Zelle benötigt wird, ist unklar 
(MODROW et al. (1997)). Es sind seit 2001 drei Introns bekannt, die als Ansatzpunkte für 
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den Spleißvorgang dienen. Spleißprodukte des dritten Introns sind vornehmlich in der 
Frühphase der Infektion nachweisbar und sind verantwortlich für das 8,4 und 165 kDa 
Protein (CUBITT et al. (2001)).    
2.3 Zellkultur 
2.3.1 MDCK-Zellen [Madin-Darby canine kidney-Zellen] 
Bei der MDCK-Zellinie handelt es sich um Nierenzellen eines weiblichen Cockerspaniel, die 
1958 von S.H. Madin und N.B. Darby isoliert und in Kultur gebracht wurden.  
Die hier verwandten MDCK-Zellen sind zu über 90 % persistent mit dem Borna Disease 
Virus infiziert. Diese Zellen wurden uns freundlicherweise von Frau Dr. Herzog, Institut für 
Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin, Justus-Liebig-Universität Giessen, zur 
Verfügung gestellt. Die Zellen wuchsen adhärent in Glasgow Minimum Essential Medium 
(G-MEM) mit 200 mM L-Glutamin, 1% v/v Penicillin-Streptomycin-Lösung und 5-10 % 
FKS bei 37°C in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 als konfluierender 
Monolayer. Nach 3-4 Tagen konnten sie 1:15 – 1:20 gesplittet werden.  
Die Viruslast der Zellinie, die sich proportional der Virus-RNA verhält, kann durch 
unterschiedliche Einflüsse reguliert werden. Ein Anstieg erfolgt bei Behandlung der 
Zellkultur mit Actinomycin D, ein Abfall bei Behandlung mit RMNPA oder EICAR 
(MIZUTANI et al. (1999)), sowie Ribavirin (MIZUTANI et al. (1998)).   
2.3.1.1 Passagierung adhärent wachsender Zellen mittels Trypsin (YOUNGER (1954)) 
Für die Umsetzung der Zellen wurde das Medium einer konfluent bewachsenen Kultur-
flasche dekantiert, 2 ml Trypsin-Lösung pro 25 cm² Kulturflasche für 30 Sek. schwenkend 
inkubiert und anschließend kurz dekantiert. Die Kulturflasche wurde bei 37°C inkubiert, bis 
sich die Zellen sichtbar vom Flaschenboden lösten. Durch leichtes Klopfen auf die Flasche 
ließ sich der Vorgang beschleunigen. Die gelösten Zellen wurden anschließend in Medium 
aufgenommen und auf neue Kulturflaschen verteilt.   
Trypsin-Lsg.: 
EDTA-Stamm-Lösung  (v/v) 20 ml 
Trypsin-Fertiglösung     (v/v) 20 ml 
Aqua bidest.          ad 200 ml 
steril filtrieren; Lagerung bei –20°C möglich.  
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EDTA-Stammlösung 
2,5 g EDTA in 100 ml PBS lösen, mit 4M NaOH auf pH 7,55 einstellen und steril 
filtrieren.  
2.3.2 SH-SY5Y-Zellen  
Die Zellinie SH-SY5Y, ein Klon des Neuroepithelioms SK-N-SH, ist eine menschliche 
Neuroblastom-Zellinie. Das Ausgangsmaterial wurde 1970 aus einer Knochenmarks-
punktion eines 4jährigen Mädchens mit metastasierendem Neuroblastom gewonnen (Dr. J. 
Heikkila, Universität von Turku, Finnland) (BIEDLER et al. (1973)). 
Die Zellen (2x 106 Zellen pro Ampulle) wurden mit 70% Medium, 20% FKS, 10% DMSO 
eingefroren von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
(DSMZ) bezogen, und nach Herstellerangaben in Kultur genommen.  
Die Zellen wuchsen adhärent in Dulbeccos modified MEM (85 % Dulbeccos MEM, 15 % 
FKS, 200 mM L-Glutamin, 4,5 G/l Dextrose, 1% v/v Penicillin-Streptamycin-Lsg.) bei 37°C 
in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre mit 5-10% CO2 schwach konfluierend als Mono-
layer. Bei hoher Zelldichte bildeten sie Cluster aus. Die Zellkulturen konnten nach 4-7 
Tagen umgesetzt und 1:4 gesplittet werden. Das Umsetzen erfolgte mittels Trypsin-
Behandlung (s. 2.3.1.1).   
2.3.2.1 Infektion von SH-SY5Y-Zellen mit BDV 
2.3.2.1.1 Virusisolierung (modifiziert nach Herzog et al. (1980)) 
I. Die Zellen einer 25 cm² Flasche wurden abtrypsiniert, in PBS-gewaschen, 10 Min. mit 
Ultraschall behandelt, bei 3.500 x g 10 Min. abzentrifugiert und 1 ml des Überstandes als 
Inokulum verwandt.  
II. Das Medium einer adhärenten Kultur wurde abzentrifugiert (3.500 x g 10 Min.) und 
direkt als Inokulum verwandt.  
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2.3.2.1.2 Infektion der Zellen 
Die Zellen wurden mit dem Inokulum (Lysat von infiziertem Gewebe) für eine Adsorptions-
zeit von 2 Std. überschichtet und anschließend 3x mit PBS gewaschen (HERZOG et al. 
(1980)).  
In einem anderen Ansatz wurde 1 ml des Inokulums zu den Zellen einer Kulturflasche 
gegeben und weder anschließend entfernt noch gewaschen. Eine Infektion konnte nach 
beiden Methoden festgestellt werden.  
2.3.2.2 TPA-Behandlung 
Anmerkung: Es wurde der Effekt von TPA (12-Tetradecanoyl-porbol-13-acetat) auf SH-
SY5Y-Zellen untersucht und gezeigt, daß sich die Zellen nach TPA- bzw. nach 
Bryostatin-Behandlung weiter differenzieren. Bei Untersuchung der morphologischen 
Veränderungen, und der Wirkung auf die Einlagerung von 3H-Thymidin als Indikator für 
die DNA-Syntheseaktivität, konnte festgestellt werden, daß bei einer TPA-Konzentration 
von 5nM eine sehr gute morphologische Differenzierung induziert wird, diese 
Konzentration jedoch zu einer Suppression der DNA-Synthese-Aktivität auf ca. 25 % 
führte. Bei einer Konzentration von 100 nM und einer langen Inkubationszeit von 100 
Std. lag die Suppressionsrate bei weniger als 50% (JALAVA et al. (1990)).   
Die TPA-Behandlung wurde mit einer Konzentration von 100 nM durchgeführt, wobei die 
entsprechende Menge TPA-Lösung (61,7 µl (von 200x stock solution, 1,62 mM, Orpegen 
Pharma) auf 10 ml Medium) in die Kulturflasche einer Zellkultur gegeben wurde.   
2.3.3 Zellzähl-Automat 
Die Zellen wurden mit dem Casy 1 Counter gezählt. Parallel zur Quantifizierung wurde über 
das Zellvolumen die Größe der Zellen bestimmt. Hierfür wurden 100 µl der Zellkultur bzw. 
der abtrypsinierten Zellen in einer Verdünnung von 1:100 in Casyton (Schärfe System) 
eingesetzt. 
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2.4 Patientenkollektive und Proben 
Als Proben für die Diagnostik der BDV-Infektion beim Menschen dienten Serumproben 
unterschiedlicher Patientenkollektive. Als positive Kontrolle (G) wurde ein über 
Immunfluoreszenz positiv getestetes Serum eingesetzt, das uns freundlicherweise von Frau 
Dr. Herzog, Institut für Virologie des Fachbereiches Veterinärmedizin, Justus-Liebig-
Universität Giessen, zur Verfügung gestellt wurde. Die Untersuchung des psychiatrischen 
Kollektives erfolgte mittels Serumproben von 51 psychiatrisch erkrankten Patienten, die aus 
der diagnostischen Sektion des Lehr- und Forschungsgebietes Virologie / Institut für 
medizinische Mikrobiologie des UKA stammten. Das Aachener Kontrollkollektiv besteht 
aus Serumproben von 30 Patienten der Notfallaufnahmestation des UKA. Bei den in Mexiko 
zur Antikörperdiagnostik eingesetzten Serumproben handelt es sich um Proben von 30 
Patienten der psychiatrischen Klinik in Merida, Yucatan, Mexiko. Die Serumproben mit 
bekannten antinukleären Antikörpern stammen aus der diagnostischen Sektion des Lehr- und 
Forschungsgebietes Immunologie des UKA.    
2.5 Immunfluoreszenztest 
Der Nachweis viraler Antigene und der Nachweis antiviraler Antikörper erfolgte mittels  
Immunfluoreszenztechnik (IFT) (COONS et al. (1941), (1942), (1950)). Dabei kam der 
indirekte IFT zum Einsatz (WELLER et al. (1954)) (BEUTNER et al. (1965)).   
2.5.1 Präparation der Zellen 
Die MDCK- oder SH-SY5Y-Zellen wurden abtrypsiniert, in PBS aufgenommen, bei 300 x g 
zentrifugiert, dekantiert und in Medium resuspendiert. Die Zellen wurden auf mit Methanol 
gewaschenen und abgeflammten Objektträgern unter sterilen Bedingungen aufgetragen. Die 
Objektträger wurden bei 37°C in Wasserdampf gesättigter Atmosphäre bei 5% CO2 
inkubiert, bis sie konfluent bewachsen waren. Nach dem Waschen mit PBS wurden die 
Zellen auf dem Objektträger fixiert.   
2.5.2 Fixierung 
2.5.2.1 Aceton-Fixierung (LIU et al. (1969)) 
Vor der Aceton-Fixierung mußten die Zellen lufttrocken sein. Zur vollständigen Ent-
wässerung  wurde der Objektträger 10 Min. in eiskaltes Aceton (-20 °C) gestellt. Nach 
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Abdampfen des Lösungsmittels konnten die Objektträger für die Immunfärbung eingesetzt 
werden.  
2.5.2.2 Methanol-H2O2-Fixierung 
Die Zellen wurden mit 200 µl pro Feld absolutem Methanol, dem 2 % (v/v) H2O2 zugesetzt 
waren,  für 20 Min. bei RT fixiert. Der Objektträger wurde einmal mit PBS gewaschen, und 
konnte dann eingesetzt werden.  
2.5.3 Immunreaktion  
2.5.3.1 Immunreaktion mit Seren von Probanden 
Das Serum wurde in PBS verdünnt eingesetzt (1:5, 1:10, 1:100, 1: 1.000). Pro Feld wurden 
10-15 µl der Serumverdünnung auftragen und das Präparat 1 Std. in einer feuchten Kammer 
bei 37°C inkubiert. Als positive Kontrolle wurde das menschliche Serum Hu 268 eingesetzt, 
welches uns freundlicherweise von Frau Dr. Herzog, Institut für Virologie des Fachbereiches 
Veterinärmedizin, Justus-Liebig-Universität Giessen, zur Verfügung gestellt wurde. Der 
Endtiter war mit 1:160 im IFT angegeben. Die Objektträger wurden dann dreimal für 5 Min. 
in PBS gewaschen. Als Nachweisantikörper (2. Antikörper) diente FITC-markiertes 
antihuman-IgG, -IgM, -IgA mit Evans blau, (BIOB), der in gleicher Menge aufgetragen 
wurde. Das Präparat wurde unter selbigen Bedingungen 45 Min. inkubiert. Nach 3 
Waschschritten konnte das Eindeckmedium (Anti-„fading“-Medium) aufgetragen, das 
Deckglas vorsichtig aufgelegt und mikroskopiert werden.  
Anti-„fading“-Medium (JOHNSON et al. (1982)):  
p-Phenylendiamid            0,1 % (w/v)       100 mg  
Glycerin              90 %  (v/v)    90 ml  
PBS-               10 %  (v/v)          10 ml  
2.5.3.2 Immunfärbung mit polyklonalen, BDV-spezifischen Antikörpern 
Als Hyperimmunserum wurde ein kommerziell erhältliches Präparat verwendet, das durch 
Immunisierung eines Kaninchen mit Bornavirus gewonnen war (Rabbit anti Borna Virus 
Biotin Conjugate (Biodesign, Dunn Labortechnik)). Dieses Serum wurde in einer 
Verdünnung von 1:5, 1:10 und 1:20 aufgetragen und das Präparat 1 Std. bei 37°C in einer 
feuchten Kammer inkubiert.  Der Nachweis einer spezifischen Antikörperbindung erfolgte 
mit zwei Verfahren:  
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2.5.3.2.1 Streptavidin-Detektion 
Die Funktion des sekundären Antikörpers übernahm bei dieser Detektion Streptavidin 
(Alexa 350 conjugate (Molecular Probes (Mo Bi Tec)), das an Biotin bindet und so die 
Immunreaktion markiert. Die Mengen und Konzentrationen entsprachen den Angaben des 
Herstellers.  
2.5.3.2.2 Detektion über Komplement (ACIF) (STORCH et al. (1997)) 
Nach Auftragung des ersten Antikörpers in entsprechender Verdünnung wurde 45 Min. 
Meerschweinchen-Komplement (Verdünnung 1:50) hinzugefügt, erneut 3 x mit PBS 
gewaschen und mit FITC-markiertem Anti-Komplement als Sekundärantikörper für 30 Min. 
inkubiert. Nach 3 Waschschritten konnte das Eindeckmedium (s. 2.5.3.1) aufgetragen, das 
Deckglas aufgelegt und mikroskopiert werden. 
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2.6 Westernblot 
2.6.1 Antigengewinnung 
BDV-infizierte MDCK-Zellen wurden abtrypsiniert, 3 x mit PBS gewaschen und bei –70 °C 
aufbewahrt. Zur Lyse der Zellen wurde das doppelte Volumen Lysis-Puffer hinzugegeben, 
gut gemischt, und die Zellen in drei Einfrier- und Auftauzyklen lysiert. Dies erfolgte sowohl 
bei –70°C als auch bei –20°C mit gleichen Ergebnissen. Das Lysat wurde mit gleichem 
Volumen von „2x Probenpuffer“ und 10% (w/v) DTT versetzt und bei 95°C 10 Min. erhitzt. 
Anschließend konnte das Lysat für die SDS-Page verwendet werden. Die Aufbewahrung 
erfolgte bei –20°C.   
Lysispuffer 
Harnstoff      9,5 M (w/v)        57 g 
Nonidet P-40          2 % (v/v)        2 ml 
ß-Mercaptoethanol         5 % (v/v)        5 ml        
      ad 100 ml  
Probenpuffer (denaturierend, 2x): 
Sammelgelpuffer               (s.u. 2.6.2.1)     2,5 ml 
Glycerin               22,3 %  (v/v)   10,0 ml 
1% Bromphenolblau            0,003 %  (v/v)  1,5 ml 
30 % SDS                6,0 %  (w/v)  10,0 ml 
Aqua bidest.                ad 45 ml  
2.6.2 SDS-Page 
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedin-
gungen in einem kontinuierlichen Laufpuffer (LAEMMLI (1970), modifiziert nach MÄDER 
und CHRISPEELS (1984)). Es wurden diskontinuierliche Minigele der Größe     83 mm x 73 
mm mit durchgehenden Kämmen und einer Acrylamidkonzentration von 13 % (w/v) im 
Trenn- und 5 % (w/v) im Sammelgel verwendet (LAEMMLI (1970)). Durchgeführt wurde 
die Elektrophorese in der Mighty small II (Pharmacia Biotech) bei einer konstanten 
Stromstärke von 16 mA für 1,5 Std. bei RT. Pro Gel ohne Taschen wurden 50-60 µl Protein-
lösung eingesetzt.    
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Bei jeder Elektrophorese wurde ein SDS-Page-Molekularmassenstandard mitgeführt (SDS-
Page Molecular Wight Standard; Low range, BIO-RAD). Hierbei wurden 6 Markerproteine 
dargestellt (s. Tab. 4): 
Tabelle 4: Proteine und Größen des SDS-Molekularmassenstandard 
Protein Größe 
Phosphorylase b 97,5 kDa 
Rinderalbumin 66,2 kDa 
Hühneralbumin 45,0 kDa 
Carbonanhydrase 31,0 kDa 
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor 21,5 kDa 
Lysozyme 14,4 kDa 
2.6.2.1 Präparation der PAA-Gele 
Für die Präparation der PAA-Gele wurde je nach Anzahl der Gele folgendes Schema genutzt 
(s. Tab. 5). 
Tabelle 5: Präparation von PAA-Gelen 
Trenngel; 13% Anzahl der Gele mit 1,5 mm Dicke 
5ml 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
H2O [ml] 1,73 7,50 11,25 15,00 18,75 22,50 26,25 30,00 33,75 37,50
PAA [ml] 2,17 9,41 14,12 18,82 23,53 28,23 32,94 37,64 42,35 47,05
Trenngelpuffer [ml] 1,46 6,35 9,53 12,70 15,88 19,05 22,23 25,40 28,58 31,75
10% APS [µl] 54,00 234,00 351,00 468,00 585,00 702,00 819,00 936,00 1053,00 1170,00
Temed [µl] 2,20 9,50 14,25 19,00 23,75 28,50 33,25 38,00 42,75 47,50
Bromphenolblau [µl] 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Sammelgel; 5% Anzahl der Gele mit 1,5 mm Dicke 
1ml 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
H2O [ml] 0,68 9,55 14,33 19,10 23,88 28,65 33,43 38,20 42,98 47,76
PAA [ml] 0,17 2,38 5,07 4,76 5,95 7,14 8,33 9,52 10,71 11,90
Sammelgelpuffer [ml] 0,14 1,96 2,94 3,92 4,90 5,88 6,86 7,84 8,82 9,80
10% APS [µl] 10,00 140,00 210,00 280,00 350,00 420,00 490,00 560,00 630,00 700,00
Temed [µl] 1,00 14,00 21,00 28,00 35,00 42,00 49,00 56,00 63,00 70,00
Bromphenolblau [µl] 20,00 20,00 21,00 28,00 35,00 42,00 49,00 56,00 63,00 70,00
PAA = Acrylamidstammlösung:  
Acrylamid     30,0 % (w/v)    60,0 g 
N´, N´Methylenbisacrylamid     0,8 % (w/v)      1,6 g 
Aqua bidest.              ad 200 ml  
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Trenngelpuffer: 
Tris       1,5 M (w/v)    181 g 
10 % SDS      0,4 % (w/v)    40 ml 
Aqua bidest.         ad 1.000 ml; pH 8,8 
Sammelgelpuffer: 
Tris      0,5 M (w/v) 30,25 g 
10 % SDS     0,4 %   (v/v)  20,00 ml 
Aqua bidest.             ad 500 ml; pH 6,8  
APS  (Ammoniumpersulfat): 
Ammoniumpersulfat    10,0 % (w/v)    0,1 g 
Aqua bidest.                 ad 1 ml  
Laufpuffer (10 x): 
Tris       0,25 M (w/v)   45,5 g 
Glycin      1,9 M  (w/v) 216,0 g 
SDS      1,0 %    (w/v)   15,0 g 
Aqua bidest.           ad 1.500 ml  
2.6.3 Coomassie-Blau-Färbung 
Nach der elektrophoretischen Trennung werden die Proteine durch Coomassie-Blau-Färbung 
dargestellt (BONNER et al. (1974)). Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel 1 
Std. in Coomassie-Blau-Lösung gelegt. Die Entfärbung erfolgt über Nacht mit Entfärbe-
lösung. Die Proteine kamen auf diese Weise als blaue Banden zur Darstellung.  
 Färbelösung:  
Coomassie Brillantblue R 250   0,1 % (w/v)     1,0 g 
Methanol     50,5 % (v/v)  500 ml 
Essigsäure (96%ig)     7,5 % (v/v) 75,0 ml 
Aqua bidest.           ad 1.000 ml  
Entfärbelösung:    stark             schwach 
Methanol  50,0 % (v/v) 500 ml  40,0 % (v/v) 400 ml 
Eisessig  10,0 % (v/v) 100 ml    5,0 % (v/v)   50 ml 
Aqua bidest.       ad 1.000 ml       ad 1.000 ml 
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2.6.4 Elektrotransfer von Proteinen (Westernblot) 
Im Anschluß an die SDS-Page wurden die Proteine im Westernblot-Verfahren (TOWBIN et 
al. (1979), (1984)) aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran (BioBlot-PVDF 
(Polyvinylidenedifluoride Protein Blotting and Sequenzing Membrane), Costar) übertragen 
(GÜLTEKIN et al. (1988)), (NEUMANN et al. (1990)). Die Vollständigkeit des Transfers 
wurde durch unspezifische Proteinfärbemethoden (Coomassie-Blau-Färbung) im Gel und auf 
der PVDF-Membran überprüft.  
2.6.4.1 Proteintransfer 
Die hydrophobe PVDF-Membran wurde durch kurzes Eintauchen in Methanol benetzbar 
gemacht, anschließend 10 Min. mit Blot-Puffer gewaschen und blasenfrei auf das Gel 
gebracht. Gel und Membran wurden zwischen zwei Lagen mit Blotpuffer getränktem 
Filterpapier (Gel-Blotting-Papier, GB003, Schleicher und Schnell) und zwei Schwämmen in 
eine Transferkassette eingesetzt. Die durch die Probenvorbereitung negativ geladenen 
Proteine wandern beim Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode. Die folgende Abb. 2  
zeigt den Transferaufbau.                     
Der Transfer erfolgte in einer Transfereinheit (Electrophoresis Power Supply –EPS 200, 
Pharmacia biotech) mit externer Kühlung (Haake K15) bei 4°C mit 25 V über Nacht (16 
Std.).    
Abbildung 2: Aufbau der Kammer für das Elektro-Blotting 
Anode (+) 
Kathode (-)
Transferkassette 
2x Filterpapier 
Polyacrylamidgel
Transferkassette 
PVDF-Membran 
2x Filterpapier 
Pr
o
te
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e
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Blotpuffer: 
Tris              25 mM (w/v)  12,1 g 
Glycin            192 mM (w/v)    57,7 g 
Methanol     10 % (w/v) 400 ml 
Aqua bidest.                      ad 4000 ml  
2.6.5 Immunblot 
Nach Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurden zunächst die freien 
Bindungsstellen auf der Membran blockiert: hierzu erfolgten 30 Min. Inkubation mit der 
Lösung für die Hintergrundabsättigung (10 % FKS in PBS (v/v)). 
Die darauffolgende Inkubation des ersten Antikörpers (Serumproben 1:10 in 10 % FKS in 
PBS verdünnt) wurde in einer 15-Kanal-Schlitzkammer nach Heermann durchgeführt (s. 
Abb. 3) (GÜLTEKIN et al. (1988)). Von jeder Probe wurden 100-200 µl eingesetzt.
Abbildung 3: Aufbau der Schlitzkammer nach Heermann  
Nach einer Inkubationszeit von 1 Std. wurden die Proben aus den Schlitzen mit einer 
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Die Membran wurde dreimal für 5 Min. mit Waschpuffer 
(0,05 % Tween 20 in PBS (v/v)) gewaschen, aus der Inkubationskammer entnommen und in 
einem zweiten Inkubationsschritt mit einem enzymgekoppelten Antikörper gegen 
menschliches IgG (POD-markierte Kaninchen anti-human-IgG, bzw. -IgM und -IgA (DAKO 
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AIS, Dänemark)) in einer Konzentration von 1:1.000 (verdünnt in 10 % FKS in PBS)) eine 
weitere Stunde inkubiert. Es folgten drei Waschgänge, bevor mittels einer enzymatischen 
Farbreaktion (Meerettichperoxidase) die an den Proteinen gebundenen Antikörper sichtbar 
gemacht wurden (NAKANE et al. (1966)). Sobald die Banden deutlich zu erkennen waren, 
wurde die Farbreaktion durch Waschen mit Wasser gestoppt. Alle Inkubationsschritte und 
Waschgänge wurden bei RT unter leichtem Schütteln (Heidolph-Schüttler) durchgeführt.  
Alternativ wurde als erster Antikörper im gleichen Verfahren Kaninchen-anti-BDV (1:5, 
1:10; Biodesign) eingesetzt. Als Sekundärantikörper wurde POD-markiertes anti-Kaninchen-
IgG (DAKO AIS, Dänemark) verwendet.  
Waschpuffer: 
Tween 20               0,05 %  (v/v)     5 ml 
PBS            ad 1000 ml  
PBS-: 
KH2PO4 [0,2 M]    2 mM  (v/v)     10 ml 
Na2HPO4 [0,2 M]    9 mM  (v/v)     45 ml 
NaCl                  180 mM  (w/v)  10,52 g 
Aqua bidest.                              ad 1.000 ml; pH 7,2  
PBS: 
NaCl          136,9 mM (w/v)       8 g 
KCl                 2 mM (w/v)    0,2 g 
Na2HPO4              10 mM (w/v)  1,44 g 
KH2PO4                 1 mM (w/v)  0,24 g 
Aqua bidest.         ad 1.000 ml; pH 7,4  
POD-Substrat: 
Diaminobenzidinhydrochlorid  2,0 %  (w/v)   2,0 g 
Wasserstoffperoxid (3%)       (v/v) 200 µl
PBS                                   ad 100 ml 
Es wurde 1 g Diaminobenzidinhydrochlorid in 100 ml PBS- gelöst und in Aliquots 
von 1 ml bei –20°C gelagert. Diese Lösung wurde bei Bedarf aufgetaut und in 100 ml 
PBS- verdünnt. Der Lösung wurden 200µl einer 3%igen H2O2-Lösung zugesetzt. Das 
fertige POD-Substrat war im Kühlschrank nur einige Tage lagerbar. 
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2.6.6 Zellkernisolierung 
2.6.6.1 Verfahren I.: Nonidet P-40 
Die Zellen wurden abtrypsiniert, in 5 ml PBS aufgenommen und 3x mit PBS gewaschen. 
Das Pellet  wurde in 0,4 ml Nonidet P-40 Lysispuffer aufgenommen, 2 Min. auf Eis 
inkubiert und bei 1.500 x g 10 Min. zentrifugiert. Der Überstand entspricht dem Plasma, das 
Pellet den Zellkernen (PYPER et al. (1997)). Das Pellet wurde lysiert und wie unter 
Proteingewinnung (s. 2.6.1) beschrieben für die SDS-Page vorbereitet.   
Nonidet P-40 Lysis-Puffer:  
Nonidet P-40         0,65 %       (v/v)    0,65 ml 
NaCl         0,15 M      (w/v) 876,6 mg 
MgCl2                   1,5 mM      (w/v)   14,3 mg 
Tris-HCl; pH 7.8       10 mM      (w/v)    157 mg 
Aqua bidest.                        ad 100 ml  
2.6.6.2 Verfahren II.: Ficoll-Nonidet-Triton-DMSO 
Die Zellen wurden abtrypsiniert, in 5 ml PBS aufgenommen und 3x mit PBS gewaschen. 2-5 
x 107 Zellen wurden in 1 ml PBS aufgenommen und über 2 ml Zellkern-Isolierungs-Lösung 
geschichtet, anschließend bei 200 x g für 8 Min. bei 4°C zentrifugiert, der Überstand abge-
nommen (BADER et al. (1994)) und das Pellet mit Lysis-Puffer, wie unter Protein-
gewinnung beschrieben (s. 2.6.1), weiterverarbeitet.   
Zellkern-Isolierungs-Lösung: 
Ficoll      20 %  (w/v)       2 g 
MgCl2              10 mM (w/v)  2,033 g 
CaCl2              10 mM (w/v)  1,47 g 
DMSO      0,1 %  (v/v) 100 µl
Nonidet P-40        2 %  (v/v)     2 ml 
Triton X-100 pH 7,4    1,6 %  (v/v)  1,6 ml 
FKS         5 %  (v/v)       5 ml 
Aqua bidest.              ad 100 ml   
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2.6.6.3 Verfahren III.: Aqua bidest. 
Die Zellen einer 75 cm² Zellkulturflasche wurden abtrypsiniert, 2-3x mit PBS gewaschen, 
das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und mit 9 ml Aqua bidest. 5-10 Min. inkubiert. Der 
Lysevorgang wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Die Zugabe von Trypanblau 
ermöglichte es, den Zustand der Zellen zu beurteilen. Waren nur noch Zellkerne zu sehen, 
wurde mit 50 x g 3 Min. zentrifugiert und das Pellet mit Lysis-Puffer, wie unter 
Proteingewinnung beschrieben (s. 2.6.1), weiterverarbeitet.  
2.6.7 Aminosäure - Sequenzierung 
2.6.7.1 Isolierung der zu sequenzierenden Bande 
Für die Sequenzierung wurde ein Westernblot mit Zelllysat durchgeführt, wobei 1/3 der 
Membran Coomassie-Blau gefärbt, und die übrigen 2/3 für die Immunfärbung eingesetzt 
wurden. Nachdem die spezifische Bande durch die Immunfärbung lokalisiert war, wurde die 
korrespondierende Bande der Coomassie-Blau-Färbung ausgeschnitten und für die 
Sequenzierung eingesetzt. Das Ausschneiden der Bande erfolgte mit Handschuhen und 
sterilem Skalpell, um Kontaminationen mit anderen Proteinen zu vermeiden.  
2.6.7.2 Automatische Aminosäure-Sequenzanalyse (HEWICK et al. (1981)) 
Die Aminosäure-Sequenzbestimmung der Coomassie-Blau gefärbten Proteine auf einer 
PVDF-Membran erfolgte mit Hilfe eines Gasphasen-Sequenzers, Modell 470 A bzw 473A in 
Verbindung mit einem „On-Line Aminoacid Analyser“, Modell 120 A (Applied Biosystems, 
USA).   
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2.6.8 Westernblot de Yucatán 
Im Rahmen eines einmonatigen Forschungsaufenthaltes im Centro de Investigaciones 
Regionales „Dr. Hideyo Noguchi“ de la Universidad Autónoma de Yucatán, Merida, Mexiko 
wurde eine weitere Westernblottechnik vorgestellt und ins Universitätsklinikum der RWTH 
Aachen transferiert. Der Nachweis von Anti-BDV-Antikörpern basiert auf der Immun-
reaktion mit rekombinant hergestellten BDV-Antigenen (IWAHASHI et al. (1997)).  
2.6.8.1 Plasmid und Proteine 
Die Proteine P40 und P24 wurden als Fusionsproteine an Glutathion S-Transferase (GST) 
gekoppelt in dem Plasmid GEX-5X-3 (Pharmacia Biotech) integriert und in DH5a E. coli 
exprimiert.   
Die Herstellung kompetenter DH5a-Zellen und die anschließende Transformation erfolgte 
wie unter der Plasmidherstellung beschrieben (2.9.5).   
2.6.8.2 Reinigung der Proteine P40, P24 und GST 
Um die Proteine zu exprimieren, wurde eine Kultur transformierter DH5a-Zellen in 2 ml 
LB-Medium über Nacht inkubiert. Die entstandene E. coli – Lösung wurde in 500-1.000 ml 
LB-Medium (Bactorypton 10g, Hefeextrakt 5 g, NaCl 10 g ad 1 l Aqua bidest.; pH 7,0 mit 
NaOH) gegeben und unter Schütteln bei 37°C eine weitere Nacht inkubiert. Nach Zugabe 
von 100 µl IPTG (238 mg/l; 1 mM Endkonzentration) wurde weitere 3 Std. inkubiert, 
anschließend die Lösung bei 1.500 x g 10 Min. abzentrifugiert. Der Überstand wurde 
dekantiert und das Pellet in PBS-1% Triton X100 (v/v) (5-10 ml) resuspendiert. Zur 
Lysierung wurde die Lösung 3x bei –20°C eingefroren und wieder aufgetaut. Die Lyse 
wurde anschließend durch Ultraschallbehandlung forciert, bis eine stehende Welle auftrat (3 
x 20-30 Sek.). Nach Zentrifugation bei 10.000 x g für 5 Min. konnte der Überstand 
weiterverwendet werden.  
Der Überstand wurde für die Reinigung der GST-Fusionsproteine mittels Glutathion 
Sepharose 4B (pharmacia biotech) eingesetzt. Die Matrix für die Isolierung des 
Fusionsproteins mußte vor der Anwendung durch Resuspension und mehrmaliges Waschen 
in PBS (s. Protokoll des Herstellers) präpariert werden.  
Das Zelllysat (in PBS+ 1% Triton X-100) wurde mit 2 ml der präparierten Glutathion 
Sepharose 4 B für 30 Min. inkubiert [2 ml auf 5 mg GST-Protein; bei Fusionsprotein 2,5 µg 
GST Protein / ml Kultur]. Nach 5 Min. Zentrifugation bei 500 x g, wurde das Pellet in dem 
10fachen Volumen PBS aufgenommen. Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt. Das 
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Pellet konnte nun in 1 ml Elution Puffer (10 mM reduziertes Glutathion in 50 mM Tris-HCl, 
pH 8.0) aufgenommen, bei Raumtemperatur 10 Min. inkubiert und durch Zentrifugation bei 
500 x g für 5 Min. eluiert werden. Der Überstand bildete das erste Eluat (von 3-4 
Eluationen), in dem die Proteinkonzentration am höchsten war. Die Proteine wurden 
anschließend mit dem Farbstoff Amidoschwarz quantifiziert, und die Reinheit der Proteine 
im Westernblot durch Amidoschwarz-Färbung der Membran bestätigt. Die Proteine konnten 
bei –80°C oder – 20°C für mehrere Monate gelagert werden.   
2.6.8.3 SDS-Page 
Für die Gelelektrophorese wurden 10 % Polyacrylamidgele verwandt. Die Präparation 
erfolgte nach dem in Tab. 6 gezeigten Schema: 
Tabelle 6: Präparation der PAA-Gele (WB de Yucatán) 
Sammelgel Trenngel (10 %) 
1 Gel 2 Gele 1 Gel 2 Gele 
Bisacrylamid 30: 0,8 312,30 µl 625,00 µl 1,67 ml 3,34 ml 
Puffer 8.8 (Tris 1,5 M pH 8.8; SDS 0,4 %) - - 625,00 µl 1250,00 µl 
Puffer 6.8 (Tris 0,5 M pH 6.8, SDS 0,4 %) 625,00 µl 1250,00 µl - - 
SDS 10 % 25,00 µl 50,00 µl 50,00 µl 100,00 µl 
H2O deionisiert 1,42 ml 1,83 ml 2,41 ml 4,82 ml 
APS 10 % 62,50 µl 125,00 µl 125,00 µl 250,00 µl 
Temed 1,90 µl 3,80 µl 2,50 µl 5,00 µl
Als Proben wurden die gereinigten Proteine P40, P24 und GST eingesetzt. Da P40 nur in 
sehr geringer Menge und Konzentration vorlag, beschränkten sich die Untersuchungen auf 
den Vergleich von P24 und GST. Das Fusionsprotein P24-GST hat eine Größe von 51,5 
kDa, GST allein 27 kDa. Die Proteine wurden in einer Konzentration von 500 ng/µl in einem 
Volumen von 200 µl mit 68 µl Probenpuffer (4x) und 24 µl ß-Mercaptoethanol bei 100 °C 
10 Min. inkubiert. Sie wurden mit einem Gesamtvolumen von 292 µl pro Gel aufgetragen. 
Die Elektrophorese lief bei 150 V ca. 1 Stunde.  
Probenpuffer 4x:  
Tris-HCl (pH 6.8)           200 mM   (v/v)   1,42 g   
SDS         8 %  (w/v)    3,6 ml    
Bromphenolblau    0,4 %   (v/v)  0,18 ml  
Gylcerol     40  %   (v/v)     18 ml  
Aqua bidest.                ad 45 ml       
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2.6.8.4 Westernblot und Immunfärbung 
Der Elektrotransfer auf die Nitrozellulosemembran (Hybond – C pure) erfolgte 30 Min. lang 
bei 500 mA und 200 V. 
Nach der Abtrennung eines kleinen Abschnittes der Membran für die Amidoschwarz-
Färbung wurde die Membran mit 5 %-Albumin in TBST 1x  (TBST 10x: Tris-HCl 100 mM 
(v/v) pH 8.0, NaCl 1,5 M (w/v), Tween 20 0,5 % (v/v)) für 30 Min. blockiert. Für den 
Westernblot wurde außerdem noch eine Blockierung mit Anti-GST (Ratte) 1:2.000 und 
Anti-E.coli 1:1.000 in 5 % Albumin in TBST 1x über Nacht durchgeführt.  
Die Immunfärbung wurde mit den Serumproben der Patienten in einer Verdünnung von 1:20 
für 1 Std. durchgeführt. Nach jeder Antikörperinkubation erfolgte dreimaliges Waschen in 
TBST 1x (je 15 Min.). Als Sekundärantikörper wurde alkalische-Phosphatase-markiertes- 
anti-human-IgG in einer Verdünnung von 1:5.000 für eine Stunde bei Raumtemperatur 
eingesetzt; die Detektion erfolgte über die Detektionslösung:  
66 µl stock NBT (p-Nitro-blue-Tetrazolium-Chlorid; Amersham Life Science)  
33 µl stock BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat; Amersham Life Science) 
10 ml AP-Lösung ( Tris-HCl 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl 5 mM) 
Die Farbreaktion konnte mit TE (Tris 10 mM (w/v) pH 8.0, EDTA 1 mM (w/v) pH 7.6) 
gestoppt werden.  
2.6.8.5 Amidoschwarz-Färbung 
Die Färbung mit Amidoschwarz erfolgte über Inkubation der Membran in Färbelösung 
(Amidoschwarz 10-B, Methanol, Essigsäure (0,1+45+10 (w/v/v)) für 5-10 Min. An-
schließend wurde die Membran 10-20 Min. in der Entfärbelösung (Methanol, Essigsäure, 
Aqua bidest. (90+2+8 v/v/v)) gewaschen. Die Quantifizierung über Amidoschwarz gelang 
mit einer Reihe von Lösungen mit standardisierten Albuminkonzentrationen, die ebenso wie 
die Probe in 1 µl Volumina auf die Nitrozellulosemembran gegeben wurden. Nach Färbung 
konnte die Konzentration abgelesen werden.  
2.7 Dot-Blot 
Der Dot-Blot für die BDV-Diagnostik wurde im Forschungslabor der Universität Merida, 
Mexiko, in Zusammenarbeit mit Dr. Fernando Puerto Manzano, Dr. Jorge Zavala und Zaggi 
Gabriel Puc Certz im Rahmen meines Forschungsaufenthaltes entwickelt. 
Für den Dot-Blot wurden dieselben gereinigten Proteine (P24, GST) verwendet, die auch im 
Westernblot Einsatz fanden. Die Proteine wurden in einer Konzentration von 100 µg/ml mit 
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einem Volumen von 10 µl in der Minifold-Kammer (Schleicher & Schuell) auf die Membran 
(Nitrozellulose C hybond) gegeben. Nach 10 Min. konnte die Membran entnommen, und 
wie beim Westernblot blockiert werden. Wichtig hierbei war die Blockierung mit 5%-
Albumin in TBST 1x und die Blockierung mit Anti-GST (1:2.000) und Anti-E.coli (1:1.000) 
über Nacht. Nach jeder Antikörperinkubation wurde die Membran 3x für 15 Min. in TBST 
1x gewaschen. Die Proben wurden in einer Verdünnung von 1:40 in 5%-Albumin in TBST 
1x für 1 Std. aufgetragen. Nach dem Waschen wurde der Sekundärantikörper (AP-markiertes 
anti-human-IgG) in einer Konzentration von 1:5.000 in 5%-Albumin in TBST 1x für 1 Std. 
inkubiert. Nach erneutem Waschen folgte die Darstellung, wie beim Westernblot 
beschrieben (s. 2.6.8.4).    
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2.8 PCR 
2.8.1 RNA-Isolierung 
2.8.1.1 aus Zellen  
2.8.1.1.1 RNeasy Mini Kit [Qiagen] 
Für diese Präparation wurden mindestens 1 x 106 PBS gewaschene Zellen benötigt, die als 
Pellet für das Kit eingesetzt werden konnten. Die Isolierung der RNA erfolgte über 
Filtersysteme in spezifischen Säulen nach Herstellerangaben.  
2.8.1.1.2 Chloroform-Propanolol-Methode 
Die Zellen wurden abtrypsiniert und 3x mit PBS gewaschen (Resuspension und erneute 
Abzentrifugation bei 300 x g für 10 Min.). Das Pellet wurde in 1 ml RNA-Clean-Lösung 
(AGS GmbH) vollständig resuspendiert und in 1,5 ml Gefäße überführt. Nach Zugabe von 
0,1 Vol (100 µl) Chloroform wurde das Gemisch 15 Min. auf Eis inkubiert, zur Phasen-
trennung bei 4°C für 15 Min. bei 15.000 x g zentrifugiert und die obere, farblose, wässrige 
Phase abgenommen und mit gleichem Volumen 2-Propanol versetzt. Anschließend wurde 
erneut 15 Min. auf Eis inkubiert und entsprechend zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen, die pelletierte RNA zweimal mit 1 ml Ethanol (70 % (v/v) in DEPC-H20) 
gewaschen, das RNA-Pellet getrocknet und schließlich in 10 µl DEPC-Wasser aufge-
nommen und bei –70°C eingefroren.  
2.8.1.1.3 Guanin-Ammonium-Thiozyanat-Methode 
Dieses Verfahren wird von der Firma Clontech für die Nutzung der Nukleinsäure im Gen-
Atlas empfohlen. Es wurde das Verfahren für Zellkulturen angewandt. Die Mengen der 
eingesetzten Lösung sind abhängig von der Zellzahl und in Tabelle 7 zusammengefaßt.  
Tabelle 7: Ansätze für die RNA-Extraktion mittels Guanin-Ammonium-Thiocyanat-Methode 
Zellzahl 106-107 1-2 x 107 2-5 x 107 5-10 x 107 
Zentrifugenröhrchen 2 x 2 ml 15 ml 50 ml 50 ml 
denat. Lösung 1,0 ml 2,0 ml 5,0 ml 10,0 ml 
gesättigtes Phenol 2,0 ml 4,0 ml 10,0 ml 20,0 ml 
Chloroform 0,6 ml 1,2 ml 3,0 ml 6,0 ml 
gesättigtes Phenol 1,6 ml 3,2 ml 8,0 ml 20,0 ml 
Chloroform 0,4 ml 0,8 ml 2,0 ml 6,0 ml 
Isopropanol 2,0 ml 4,0 ml 10,0 ml 20,0 ml 
80% Ethanol 1,0 ml 2,0 ml 5,0 ml 10,0 ml 
  
   
37   
Denaturierungslösung: 
Guanidin-Thiozyanat (Sigma)              (w/v)     31,9 g 
Ammonium-Thiozyanat (Sigma)              (w/v)       9,9 g 
2 M Natriumacetat (pH 4,0)     (v/v)     5,0 ml 
Die Thiozyanate wurden steril abgewogen, in 55 ml deionisiertem Wasser aufge-
nommen und auf 65 °C erwärmt. Nach Lösung der Substanzen wurde Natriumacetat 
hinzugegeben, und die Lösung mit deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefüllt. Die 
Lösung war bei 4°C lagerbar.  
gesättigtes Phenol: 
Phenol       (v/v)       100 g 
Glycerol       (v/v)       26 ml 
2 M Natriumacetat      (v/v)    8,25 ml 
deionisiertes Wasser      (v/v)  30,75 ml 
Das Phenol wurde unter einem Abzug bei 70°C geschmolzen, und anschließend die 
übrigen Substanzen hinzugegeben.  
10x MOPS-Puffer 
0,4 M MOPS (pH 7,0)             0,4 M  (w/v)  41,86 g 
0,1 M Natriumacetat (pH 7,0)            0,1 M  (w/v)        4,1 g 
10 mM EDTA (pH 7,0)            10 mM  (w/v)      1,86 g 
Aqua bidest.               ad 500 ml  
Dieses Verfahren wurde für die SH-SY5Y-Zellen angewandt, deren RNA für den Vergleich 
mit dem Gen-Atlas eingesetzt werden sollte. Die Zellen wurden hierbei abzentrifugiert, 2x 
mit PBS gewaschen, bei 500 x g 5 Min. bei 4 °C abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Nun wurde das entsprechende Volumen (s. Tab. 7) Denaturierungslösung 
hinzugegeben, das Pellet vollständig resuspendiert, auf Eis 5-10 Min. inkubiert, gevortext 
und bei 15.000 x g 5 Min. bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues 
Zentrifugenröhrchen überführt und entsprechendes Volumen gesättigtes Phenol hinzu-
gegeben. Es folgte Vortexen, 5 Min. auf Eis Inkubieren, entsprechendes Volumen Chloro-
form Hinzugeben, Vortexen, 5 Min. auf Eis Inkubieren, bei 15.000 x g 10 Min. bei 4°C 
Zentrifugieren und die obere, wässrige Phase, in der nun die RNA enthalten war, in ein 
neues Gefäß Überführen. Dieses wurde mit entsprechenden Volumina wiederholt. An-
schließend wurde das entsprechende Volumen Isopropanol hinzugegeben, langsam 
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vermischt, 10 Min. auf Eis inkubiert, 10 Min. bei 15.000 x g bei 4 °C zentrifugiert und der 
Überstand möglichst schnell abgenommen, da die RNA sich als Pellet am Rand befindet. 
Nun wurde mit entsprechendem Volumen Ethanol gewaschen, erneut bei 15.000 x g 10 Min. 
bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und, nach 
ausreichender Trocknung, das Pellet in RNAse-freiem Wasser aufgenommen und bei –70 °C 
eingefroren.   
2.8.1.1.4 RNA-Isolierung mit Trizol (VORHOFSTEDE et al. (1996)) 
Im Rahmen meines Forschungsaufenthaltes in Merida, Mexiko, wurde ich gebeten, die in 
Aachen etablierte nested RT-PCR für den Nachweis von BDV-RNA in dem dortigen 
Forschungszentrum einzuführen. In Abwandlung an die routinemäßig angewendete PCR 
wurde die RNA-Isolierung mit Trizol und die RT-Reaktion mittels SuperscriptTMII RNase H- 
Reverse Transcriptase erfolgreich durchgeführt. 
Die Zellen einer 75 cm² Zellkulturflasche wurden abtrypsiniert und in PBS gewaschen. Das 
Pellet aus 5 x 106 Zellen wurde in 1 ml Trizol resuspendiert, 5-10 Min. inkubiert und bei 
12.000 x g 10 Min. bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Röhrchen 
überführt und  5 Min. mit Trizol inkubiert. Es wurden 0,2 ml Chloroform hinzugegeben, 15 
Sek. kräftig gemischt, bei RT 2-3 Min. inkubiert und 15 Min. bei 12.000 x g bei 4 °C 
zentrifugiert. Die wässrige klare Phase wurde in ein neues Röhrchen überführt und die RNA 
mit 0,5 ml Isopropanol pro ml Trizol bei RT 10 Min. inkubiert. Nach einer Zentrifugation 
(12.000 x g, 4 °C, 10 Min.) lag die präzipitierte RNA als Pellet vor, und der Überstand 
konnte vorsichtig abgenommen werden. Das Pellet wurde 2x mit Ethanol gewaschen, 
anschließend getrocknet, in H2O-DEPC aufgenommen und bei –70°C gelagert.  
2.8.1.2 aus Serum 
Die RNA-Isolierung aus Serum erfolgte mit dem Qiagen-VIRAL-RNA-Extraction-Kit nach 
Angaben des Herstellers.   
2.8.1.3 Überprüfung der RNA bzw. DNA-Menge (MANIATIS et al. (1982)) 
Zur Bestimmung der RNA bzw. DNA-Menge in einem Isolat wurde photometrisch die 
Extinktion von 4 µl Isolat in 800 µl DEPC-H2O in einer Glasküvette bei 260 bzw. 280 nm 
gemessen. Hierbei entspricht die Extinktion von 1 bei 260 nm 40 µg/ml RNA bzw. 50 µg/ml 
DNA. Der Quotient E [260 nm] / E [280 nm] gibt Aufschluß über die Reinheit des Isolates 
und sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen.  
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2.8.2 RT-Reaktion 
2.8.2.1 First-Strand cDNA Synthesis Kit (Pharmacia Biotech) 
Das Kit benötigt eine RNA-Konzentration im Isolat von 1 µg/8µl. Diese wurde nach 
Quantifizierung mit entsprechenden Anteilen RNAse freien Wassers hergestellt. 8 µl dieser 
RNA-Konzentration wurden für 10 Min. bei 65 °C denaturiert, anschließend auf Eis gestellt. 
Pro Ansatz wurden 5 µl Bulk First-Strand Reaction Mix, 1 µl Primer pd(N)6 random 
hexadeoxynucleotides [0,2 µg/µl], 1 µl DTT-Lösung und die 8 µl denaturierten Isolates 
zusammengegeben und bei 37 °C 1 Std. inkubiert. Die cDNA wurde bei –20 °C gelagert.  
2.8.2.2 SuperscriptTMII RNase H- Reverse Transcriptase (Life  technologies) 
Zur Denaturierung wurden 6 µl der RNA (~ 1-2 µg), 1 µl Primer (random Primer, Life 
technologies) und 5 µl Aqua bidest. 10 Min. auf 70 °C erwärmt und anschließend direkt auf 
Eis gebracht. Es wurde ein Mastermix aus 4 µl 5x RT-Puffer, 2 µl 0,1 M DTT (beides Life 
technologies) und 1 µl dNTP-Mix (100 mM) bereitet und 7 µl davon zu der erwärmten RNA 
samt Primern gegeben. Es folgten 10 Min. bei 25 °C und 2 Min. bei 42 °C. Nun wurde 1 µl 
(~ 200 U) Superscript II hinzugegeben und 50 Min. bei 42 °C und 15 Min. bei 70 °C 
inkubiert. Anschließend konnte die cDNA bei –20 °C eingefroren werden.    
2.8.3 PCR 
Die in-vitro-Vermehrung von spezifischen DNA-Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-
Ketten-Reaktion wurde an einem DNA-Thermal-Cycler (Biometra Uno II) durchgeführt 
(OSTE (1988)).  
Die PCR wurde hier als nested-PCR durchgeführt. Als positive Kontrolle wurde ein zu 
diesem Zwecke hergestelltes Plasmid verwandt. Der Ansatz für die PCR wurde als Master-
Mix nach folgenden Verhältnissen erstellt: 33 µl steriles H2O, 5 µl 10x-konz. PCR-Puffer, 5 
µl 2,5 nM dNTP-Mix, 1 µl Taq-Polymerase [1 U/µl], je 2 µl der beiden Primer [10 pmol/µl] 
und 2 µl der cDNA (alle Reagenzien von Qiagen). Dies wurde, soweit möglich, auf Eis 
pipettiert und umgehend in den Cycler gegeben. Die Programme sind in Tabelle 8 
zusammengestellt. 
   
40   
Tabelle 8: Programme der PCR für p24 und p40 
p40 p24 Schritt 
Temperatur Dauer Temperatur Dauer 
1 94 °C 2 Min. 94 °C 2 Min. 
2 94 °C 1 Min. 94 °C 1 Min. 
3 57 °C 1 Min. 58 °C 1 Min. 
4 72 °C 1 Min 72 °C 1 Min 
5 72 °C 10 Min 72 °C 10 Min 
6 4 °C 00 4 °C 00 
Anzahl der Zyklen  40 40 
Heizdeckeltemperatur 105 °C 105 °C 
Dauer 2 Std. 58 Min. 2 Std. 57 Min. 
Die zweite Runde der PCR wurde nach gleichem Schema angefertigt, mit dem Unterschied, 
daß statt der cDNA 2 µl des PCR-Produktes der 1. Runde und die entsprechenden inneren 
Primer (2 a & b) eingesetzt wurden. Die Sequenzen der gewählten Primer für p24, p40 und 
pUC sind in Tabelle 9 zu finden.  
Tabelle 9: Auflistung der Primersequenzen mit Angabe der Länge und Lokalisation im Genom 
Name außen BDV-Primer innen BDV-Primer pUC-Primer 
BDV-p24-s 
BDV-p24 1a 
TGA.CCC.AAC.CAG.TAG.ACC.A............
19 Ncl.; 1387 – 1405 
BDV-p24 2a 
TC.AGA.CCC.AGA.CCA.GCG.AA....
19 Ncl.; 1443 – 1461 
pUC 24s 
A.CTG.TCA.GAC.CAA.GTT.TAC.TC
21 Ncl.;  1744 – 1766 
BDV-p24-as 
BDV-p24 1b 
GTC.CCA.TTC.ATC.CGT.TGT.C..............
19 Ncl.; 1865 – 1847 
BDV-p24 2b 
AG.CTG.GGG.ATA.AAT.GCG.CG....
19 Ncl.; 1834 – 1816 
pUC 24as 
G.GCC.TAA.CTA.CGG.CTA.CAC
19 Ncl.; 2088 – 2070 
BDV-p40-s 
BDV-p40 1a 
TTC.ATA.CAG.TAA.CGC.CCA.GC..........
20 Ncl.; 259-278 
BDV-p40 2a 
G.CCT.TGT.GTT.TCT.ATG.TTT.GC.
21 Ncl., 277-297 
pUC 40s 
A.CTG.TCA.GAC.CAA.GTT.TAC.TC
21 Ncl.; 1744-1766 
BDVp40-as 
BDV-p40 1b 
GCA.ACT.ACA.GGG.ATT.GTA.AGG.G..
22 Ncl.; 829-808 
BDV-p40 2b 
GC.ATC.CAT.ACA.TTC.TGC.GAG...
20 Ncl.; 805 – 766 
pUC 40as 
CTC.AGT.TCG.GTG.TAG.GTC.G
19 Ncl.; 2290 - 2272 
Die Primer wurden sämtlich über die Firma Kits and Probes, Gesellschaft für Molekular-
biologische Technologien und Diagnostik mbH, Göttingen, bezogen.  
2.8.4 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit 1,5 % Agarose-Gelen in 0,5 x TBE – Puffer 
gefüllten Kammern (Biometra Agagel Mini von blomed analytic GmbH) bei ca. 80 mV 
durchgeführt.  
Als Kontrolle und zur Einschätzung der Größe der Banden wurde jeweils eine 100 
Basenpaar-Leiter mitgeführt (MBI, Fermentas, 100 bp DNA Ladder Plus), die bei einer 
Konz. von 0,5 mg DNA/ml einen Bereich von 100 bis 3.000  Basenpaaren anzeigt.  
40 x
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10x TBE:  
TRIS       0,9 M (w/v)   108 g 
Borsäure       0,9 M (w/v)     55 g 
EDTA [pH 8,0]    0,5 M   (v/v)   40 ml       
ad 1.000 ml (pH 8.0) 
Agarose-Gel (1,5 %): 
Agarose      15 % (w/v)    7,5 g 
Ethidiumbromid     0,001 %(v/v)     5 µl
0,5 x TBE       (v/v) 500 ml 
Die Agarose wurde mit dem TBE aufgekocht und in einem 60 °C Wasserbad aufge-
hoben. Das Ethidiumbromid sollte erst später hinzugegeben werden, da es durch hohe 
Temperaturen zu Wirkungseinbußen kommen kann.  
2.8.5 Ethidiumbromid-Färbung 
Zur Auswertung wurden Agarose-Gele nach Beendigung der Elektrophorese für einige Min. 
in einem Ethidiumbromidbad (2 µg/ml) gefärbt und anschließend auf einem UV-Schirm 
(UV-Flächenstrahler, Schütt Labortechnik) von unten beleuchtet. Die Gele wurden mit einer 
Polaroid-Kamera dokumentiert, bzw. mit einer digitalen Kamera aufgezeichnet und aus-
gedruckt. Alternativ konnte sowohl das Gel, als auch der TBE-Puffer mit Ethidiumbromid 
versetzt (10 µl auf 1 l), und so direkt nach der Gelelektrophorese photographiert werden.
2.8.6 Isolierung von DNA aus PCR-Produkten 
2.8.6.1 aus Agarose-Gelen mittels Qiaex II Agarose Gel Extraction (Qiagen) 
Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen mittels Qiaex II beruht auf der Lösung der 
Agarose und quantitativen Adsorption der DNA an die Qiaex II silica-gel Partikel bei hoher 
Salzkonzentration. Die DNA wird nach einigen Waschschritten mit einer Lösung mit 
niedrigem Salzgehalt eluiert. Die Isolierung erfolgte nach Angaben des Herstellers.   
2.8.6.2 aus PCR-Produkt-Ansatz mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 
Die Isolierung von DNA aus dem PCR-Reaktionsansatz beruht auf der Bindung von DNA in 
Filtersystemen der Säulen, die anschließend gewaschen und eluiert werden. Die Isolation 
erfolgte nach Angaben des Herstellers.  
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2.8.7 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip von SANGER (1977) unter Verwendung des 
ABI Prism BigDye Terminator Ready Reaction Kit. Das Kit enthält alle zur Sequenzierung 
erforderlichen Reagenzien. Von der DNA, die sequenziert werden soll, wurden mit Hilfe der 
AmpliTaq DNA Polymerase Kopien hergestellt. Für diese Reaktion ist eine einzelsträngige 
DNA-Vorlage und ein geeigneter Primer notwendig, an dessen 3´-Ende die AmpliTaq 
Polymerase mit der Synthese der Kopie beginnen kann. Die Kettenverlängerung findet in 
Anwesenheit von markierten ddNTPs statt. Die ddNTPs besitzen an Stelle der Desoxyribose 
mit einer Hydroxylgruppe an der 3´-Position Didesoxyribose. Sie besitzt  in der 3´-Position 
einen Wasserstoffrest, der eine Kettenverlängerung verhindert. Es kommt zur Terminierung 
der wachsenden Kette. Die ddNTP-Terminatoren sind mit folgenden dRhodaminrezeptoren 
gekoppelt (s. Tab. 10). 
Tabelle 10: Auflistung der Färbung der Nukleotide 
Terminator Akzeptor Färbung Farbe der Rohdaten am ABI Prism 310 Elektropherogram 
ddATP dR6G grün 
ddCTP dROX rot 
ddGTP dR110 blau 
ddTTP dTAMARA schwarz 
<< 
Der Terminator Ready Reaction Mix enthält die vier Terminatoren, die mit den unter-
schiedlichen Rhodamin Farbstoffen markiert sind, sowie die vier dNTPs. Die Konzentration 
der Rhodamin markierten Terminatoren ist dabei so gering, daß sie sporadisch in das neue 
DNA-Molekül eingebaut werden. Somit findet der Kettenabbruch statistisch einmal an jeder 
Base statt, so daß eine Fragmentpopulation aufsteigender Länge entsteht, bei der jede 
Fragmentlänge mit einem anderen Rhodaminfarbstoff markiert ist. Dieser Sequenzierungs-
ansatz wurde mit dem Sequenzierer ABI-Prism 310 durch ein Elektropherogram in dem 
Performance Optimized Polymer 6 (POPTM-6) der Größe nach getrennt. Durch Anregung der 
Terminatorfarbstoffe mit dem Argonion-Laser und der Detektion der Fluoreszenzfarbe 
wurde die Sequenz analysiert. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte über den Sequenz-
vergleich in Datenbanken.  
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Zusammensetzung des Terminator Ready Reaction Mix 
A-Farb Terminator markiert mit dichloro[R6G] 
C-Farb Terminator markiert mit dichloro[ROX] 
G-Farb Terminator markiert mit dichloro[R110] 
T-Farb Terminator markiert mit dichloro[TAMARA] 
Desoxynucleosidtriphosphat (dATP, dCTP, dITP, dUTP) 
Ampli-Taq DNA Polymerase, FS, mit temperaturstabiler Pyrophosphatase 
MgCl2 
Tris/HCl-Puffer, pH 9,0  
Standardsequenzierungsansatz 
Für jede Reaktion wurde folgender Ansatz pipettiert: 
DNA       700 ng 
Terminator Ready Reaction Mix       8 µl 
Primer (3,2 pmol/µl)         1 µl 
H2O              ad 20 µl  
Nach Zentrifugation wurde der Ansatz in einen Thermocycler gestellt und die Sequenz-
reaktion mit folgendem Programm gestartet: 
Tabelle 11: Programm für die Sequenzreaktion 
Schritt Dauer Temperatur
1 2 Min. 96 °C 
2 15 Sek. 96 °C 
3 15 Sek. 57 °C 
4 4 Min. 60 °C 
Die Produkte wurden aus dem Cycler genommen und mit Ethanol gefällt. Anschließend 
wurde das getrocknete Pellet in 20 µl Template Suppression Reagens (PE Applied 
Biosystems) resuspendiert, 2 Min. bei 95 °C denaturiert, weitere 2 Min. auf Eis gehalten und 
nach kurzer Zentrifugation im Sequenzierer (ABI Prism 310 von PE Applied Biosystems) 
analysiert.  
25 x
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2.9 Plasmidherstellung 
2.9.1 PCR zur Amplifikation von pUC-Sequenzen 
Die PCR wurde nach oben beschriebenem Protokoll durchgeführt (s. 2.8.3). Als Template 
wurden 2 µl  pUC 19 [1 ng/µl, 10 ng/µl, 100 ng/µl] eingesetzt. Die Primer setzen sich aus 
den BDV-Primern und den spezifischen pUC-Primern zusammen (pUC s & as, s. 2.8.3; Tab. 
9)). Die Amplifikation erfolgte nach dem in Tabelle 12 dargestellten  Schema: 
Tabelle 12: Programm der PCR für pUC 
pUC Schritt 
Temperatur Dauer 
1 94 °C 2 Min. 
2 94 °C 1 Min. 
3 58 °C 1 Min. 
4 72 °C 1 Min. 
5 72 °C 10 Min. 
6 4 °C     00 
Anzahl der Zyklen 
(von 4. zu 2.) 40 
Heizdeckeltemperatur 105 °C 
Dauer 2 Std. 58 Min. 
2.9.2 Ausschneiden der Bande 
Das PCR-Produkt wurde in der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und  das Gel mit 
Ethidiumbromid gefärbt. Die Bande konnte auf einem UV-Tisch lokalisiert und unter 
sterilen Bedingungen vorsichtig mit einem Skalpell ausgeschnitten werden.  
2.9.3 Isolierung der Bande mit Qiaex II (Qiagen) 
Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen mittels Qiaex II ist unter 2.8.6.1 beschrieben.   
2.9.4 PCR-Produkt in pCR 2.1 subklonieren (Ligation) 
Für die Ligation wurde 1 µl ~ 10 ng DNA des isolierten Amplifikationsproduktes der PCR 
mit 2 µl 10x Ligase-Puffer, 1 µl T4-Ligase [4 U/µl] und 5 µl sterilem H2O über Nacht bei 
14°C inkubiert.   
2.9.5 Transformation von E.coli (DH5a-Zellen) 
Die Methode basiert auf der Hitzeschockbehandlung kompetenter Zellen. 
Zur Präparation kompetenter Zellen nach HANAHAN (1983) wurde 100 ml exponentiell 
wachsende Bakterienkultur (OD600 von 0,5-0,8) in Zentrifugenröhrchen gegeben und 3 Min. 
40 x 
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bei 5.000 x g zentrifugiert. Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Das Pellet wurde in 10 ml 
einer 100 mM MgCl2–Lösung resuspendiert und einer erneuten Zentrifugation unter den 
oben genannten Bedingungen unterzogen. Das resultierende Pellet wurde in 2 ml einer 50 
mM CaCl2–Lösung resuspendiert. Die Zellen konnten sofort für die Transformation einge-
setzt werden.  
Die Transformation fand mit einem Gemisch aus 200 µl kompetenten Bakterienzellen und 
100 ng DNA statt, das 30 Min. auf Eis vorinkubiert wurde. Es erfolgte ein 2-minütiger 
Hitzeschock bei 42 °C, an den sich eine Inkubation für 2 Min. auf Eis anschloß. Dann 
wurden 200 µl LB-Medium hinzugefügt und der Ansatz zur Regeneration 30 Min. bei 37 °C 
inkubiert. Je 100 µl einer Verdünnungsreihe des Transformationsansatzes wurden auf 
Selektionsmedium ausplattiert und über Nacht bei 37 °C bebrütet.   
2.9.6 Restriktionsanalysen mit Eco RI (MBI Fermentas) 
Ansatz Eco-Mix: 
10x Eco Puffer      70 µl 
Eco RI        7 µl 
H20     273 µl
Es werden 10 µl DNA mit 10 µl Eco-Mix versetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde in der Agarose-Gelelektrophorese für BDV-p40 eine 0,7 kb Insert-
Bande, für BDV-p24 eine 0,5 kb-Insertbande dargestellt.   
2.9.7 Plasmidisolierung (Maxi Präparation mit Qiagen Plasmid Purification Kit) 
`Qiagen Plasmid Purification` Protokolle basieren auf einer Modifizierung der alkalischen 
Lyse-Methode. Die Plasmid DNA wird an die Qiagen Austauschermatrix bei geringen Salz- 
und geeigneten pH-Bedingungen gebunden. Danach werden RNA, Proteine und Zell-
trümmer durch einen mittelstarken Salzpuffer entfernt. Die Elution der DNA von der Matrix 
erfolgt in Hochsalzpuffer. Die Konzentrierung der Plasmid-DNA durch Isopropanolfällung 
schließt sich an.    
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3 Ergebnisse 
3.1 Serologische Nachweisverfahren 
3.1.1 Indirekter Immunfluoreszenztest (IFT) 
3.1.1.1 Darstellung einer BDV-spezifischen Kernfluoreszenz (IgG)  
Mittels indirektem Immunfluoreszenztest wurden BDV-spezifische Antigene in infizierten 
MDCK-Zellen dargestellt. Die Zellen wurden als Monolayer auf Objektträgern angezüchtet 
und dann fixiert. Für den IFT wurden die Zellen mit dem positiven Kontrollserum (G), das 
uns freundlicherweise Frau Dr. Herzog, Institut für Virologie des Fachbereiches Veterinär-
medizin, Justus-Liebig-Universität Giessen, zur Verfügung gestellt hatte, immungefärbt. Der 
FITC-markierte Sekundärantikörper machte anschließend die Immunreaktion sichtbar. In 
Abbildung 4 zeigt sich auf den Ausschnitten A-C im Kern eine granuläre, zum Teil fokal 
betonte Fluoreszenz. In niedrigen Verdünnungsstufen (Bild D) erscheint die Fluoreszenz 
homogen-nukleär, so daß sie als unspezifische Kernfluoreszenz fehlgedeutet werden könnte. 
In meinen Untersuchungen hat es sich bewährt, das positive Kontrollserum in den 
Verdünnungsstufen von 1:10, 1:100; 1:1.000 einzusetzen.  
             
Abbildung 4: Immunfluoreszenzmuster in BDV-infizierten MDCK-Zellen  
A: pos. Kontrollserum 1:640 verdünnt 
B: pos. Kontrollserum 1:80 verdünnt 
C: pos. Kontrollserum 1:80 verdünnt 
D: pos. Kontrollserum 1:40 verdünnt 
E: neg. Serum 1:10 verdünnt 
A B 
E D 
C 
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3.1.1.2 Differenzierung zwischen BDV-spezifischer Fluoreszenz und Fluoreszenz 
durch antinukleäre Antikörper  
Das Fluoreszenzmuster für BDV ist sehr charakteristisch, jedoch kann die Abgrenzung zur 
Fluoreszenz antinukleärer Antikörper schwierig sein. Um diesen Schwierigkeiten zu 
entgehen, wurde bei positiv bewerteten Seren in 20 Stichproben eine ENA-Differenzierung 
und eine Bestimmung antinukleärer Antikörper (ANA) vorgenommen. In keinem Serum 
wurden antinukleäre Antikörper nachgewiesen. Die Tabelle 13 zeigt eine Aufstellung von 
nukleären Fluoreszenzmustern, die bei der Verwendung von BDV-infizierten Zellen für die 
Immunfluoreszenz zu beachten sind.   
Tabelle 13: Differenzierung nukleärer Immunfluoreszenzmuster (THOMAS (1992))  
IFT-Muster Antigene anti-nukleäre-AK-assoziierte 
Krankheiten 
nicht-partikulär: 
ringfömig 
ds-DNA, Histone SLE, med-induz. LE 
nicht-partikulär: 
homogen 
ds-DNA, Histone, Sm  SLE, med-induz. LE, ANA-pos. Gesunde 
(niedrige Titer) 
partikulär: 
feingesprenkelt 
n-RNP, Sm, SS-B, Scl-70, PM-1, 
Jo-1, Mi-2, Zentromer 
MCTD, SLE, progressive Sklerodermie, 
Polymyositis, Dermatomyositis 
partikulär: 
nukleolär 
4-6s-RNA, 7s-RNA, U3-RNP Sklerodermie 
partikulär: andere SS-B, n-RNP, Sm, Scl-70, PM-1, 
Jo-1, Ku, Mi-2 
MCTD, SLE, Sjögren-Syndrom, Sklero-
dermie, Polymyositis, Dermatomyositis, 
ANA-pos. Gesunde (niedrige Titer) 
Relevante Antikörper zur Differenzierung der Immunfluoreszenz sind somit vor allem Anti-
Zentromer- , Anti-RNA-Polymerase- , Anti-Fibrillarin- und Anti-PM-Scl – Antikörper.   
Es wurden Seren mit bekannten antinukleären Antikörpern für den indirekten Immun-
fluoreszenztest mit BDV-infizierten Zellen eingesetzt. Abbildung 5 zeigt die Gegenüber-
stellung BDV-spezifischer Fluoreszenzen (D) und Fluoreszenzmustern beim Vorhandensein 
von antinukleären Antikörpern. Es wird deutlich, daß eine Abgrenzung des BDV-
spezifischen Fluoreszenzmusters gegen das der Anti-Zentromer-Antikörper sehr schwierig 
ist. Aus diesem Grund müssen zumindest die BDV-Antikörper positiven Seren auch auf 
nicht-BDV-infizierten Kontrollzellen getestet werden. 
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3.1.1.3 Polyklonaler Antikörper gegen BDV  
Der indirekte Immunfluoreszenztest wurde mit einem kommerziell erhältlichen, poly-
klonalen BDV-spezifischen Antikörper vom Kaninchen (Biodesign, Dunn Labortechnik, 
Asbach) durchgeführt. Mit dem einfachen indirekten IFT bildete sich eine Fluoreszenz nicht 
aus. Bei der Verwendung des empfindlicheren Anti-Komplement-Immunfluoreszenztestes 
(ACIF) konnte im Kern eine spezifische, partikuläre  Fluoreszenz nachgewiesen werden (s. 
Abb. 6).  
Es war nicht möglich, den Nachweis BDV-spezifischer Antikörper in Patientenseren durch 
den ACIF gegenüber dem einfachen indirekten IFT zu verbessern. Dies deutet darauf hin, 
daß die Antikörper, die im Menschen als Reaktion auf die BDV-Infektion gebildet werden, 
nicht komplementbindend sind.        
Abbildung 5: Darstellung von Kernfluoreszenzmustern unterschiedlicher antinukleärer Antikörper 
A: PR3 1:50 verdünnt 
B: AZ1 1:10 verdünnt (Anti-Zentromer-Ak) 
C: AZ3 1:10 verdünnt (Anti-Zentromer-Ak) 
D: BDV-pos. Kontrollserum 1: 80 verdünnt 
Abbildung 6: ACIF mit polyclonalem anti-BDV-AK (Verdünnung:  1:10) an BDV-infizierten 
MDCK-Zellen 
A B C D 
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3.1.1.4 IgM und  IgA-Antikörper gegen BDV  
Die „Screening“-Diagnostik wurde mit dem einfachen indirekten IFT unter Verwendung von 
FITC-markiertem anti-human-IgG als Sekundärantikörper durchgeführt. In fünf Seren, die 
positiv auf das Vorhandensein von anti-BDV-IgG getestet worden waren, wurde auch der 
Nachweis von spezifischen IgA und IgM anti-BDV mittels IFT geführt. Hierbei zeigte sich 
für IgM eine geringgradige, vom spezifischen IgG-Muster abweichende, gemischt zyto-
plasmatisch-nukleäre Fluoreszenz; BDV-spezifische IgA-Antikörpern wurden im IFT nicht 
nachgewiesen.    
3.1.1.5 Immunfluoreszenz bei infizierten und nicht-infizierten MDCK-Zellen 
Während meines einmonatigen Forschungsaufenthaltes am Centro de Investigaciones 
Regionales „Dr. Hideyo Noguchi“ de la Universidad Autónoma de Yucatán, Merida, 
Mexiko, standen sowohl infizierte als auch nicht-infizierte MDCK-Zellen zur Verfügung, so 
daß die Auswertung des indirekten Immunfluoreszenztestes über den Vergleich der 
Fluoreszenzmuster beider Zellkulturen erfolgen konnte. Durch Inkompatibilität von 
speziellen IFT-Objektträgern mit dem zur Verfügung stehenden Fluoreszenzmikroskop war 
eine ausreichende Vergrößerung nicht möglich, so daß die Differenzierung der Kern-
fluoreszenz sich auf den Vergleich der Fluoreszenzmusterintensitäten beschränkte (s. Abb. 
7).  
Die Fixierung der Zellen erfolgt im mexikanischen Labor durch ein Methanol-H2O2–
Gemisch (98+2; v/v), welches für 20 Min. bei RT auf die, auf Objektträgern angewachsenen 
Zellen, gegeben wurde. Dieses Verfahren war im Bezug auf den Grad der Fixierung deutlich 
effizienter als das Verfahren mittels Aceton.      
Abbildung 7: Vergleich des IFT einer anti-BDV-positiven Serumprobe an infizierten und nicht-
infizierten MDCK-Zellen 
A: nicht infizierte MDCK-Zellen     B: BDV-infizierte MDCK-Zellen 
A B 
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In Abbildung 7 ist ein deutlicher Unterschied in der Intensität, besonders der zyto-
plasmatischen Fluoreszenz zu erkennen. Die spezifische Kernfluoreszenz, die bei der IFT-
Diagnostik unter 3.1.1.1. gezeigt wurde, ist so fein, daß sie bei dieser Vergrößerung nicht 
erkannt werden kann. Gegenüber der hiesigen Routinediagnostik mit infizierten Zellen, in 
denen die spezifische Fluoreszenz sich auf nukleäre Strukturen beschränkt, stand im 
mexikanischen Test die zytoplasmatische Komponente im Vordergrund. Eine derartig starke 
zytoplasmatische Fluoreszenz ist bei der Diagnostik in Aachen mittels indirektem 
Immunfluoreszenztest nicht zu sehen gewesen. Die Ursachen hierfür können sowohl in 
labortechnischen Unterschieden wie Fixierungsverfahren oder Zellkulturen liegen, als auch 
in möglicherweise unterschiedlichen Virusstämmen (vgl. 4.1.1.2). Die Zellen wurden durch 
den Nachweis viraler RNA mittels PCR als infiziert und nicht-infiziert bestätigt. Der 
Unterschied in der Fluoreszenz ist daher als spezifisch anzusehen.   
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3.1.2 Westernblot 
3.1.2.1 Darstellung von P40 und seinem Prozessierungsprodukt P29 aus MDCK - 
Zelllysat 
Für die SDS-Page wurde ein Zelllysat aus BDV-infizierten MDCK-Zellen eingesetzt. Nach 
Elektrotransfer auf die Nitrozellulosemembran konnten die viralen Antigene mit Seren in der 
Verdünnung von 1:10-1:20 immungefärbt und mit Peroxidase gekoppeltem anti-human-IgG 
detektiert werden. Der Molekularmassenstandard (MM) wurde durch Coomassie-Blau-
Färbung sichtbar gemacht.       
Abbildung 8: Westernblot mit positivem Kontrollserum (G) und negativen Proben (Nr. 
2,4,5,7,8,9,10); poly-AB ~ polyklonaler anti-BDV-AK (Kaninchen); Coomassie ~ 
Coomassie-Blau-Färbung des Lysates; MM = Molekularmassenstandard  
Es wurden 150 µl des kompletten Zelllysates eingesetzt, so daß neben den viralen Antigenen 
zahlreiche zelluläre Proteine im Westernblot dargestellt wurden. Die Identifizierung der 
spezifischen Banden erfolgte über das positive Kontrollserum (G), welches bei jedem 
Westernblot mitgeführt wurde. Es wurden zwei Proteine als spezifisch erkannt. Das P40, ein 
Protein, das 50 % der viralen Proteine ausmacht, und das P29, das als Prozessierungsprodukt 
von P40 anzusehen ist. Die Auswertung der Westernblots erfolgte überwiegend über die 
Reaktion mit dem P29, da das Signal klarer zu erkennen war als die Reaktion mit dem P40.  
66,2 kDap40
2    G     4      5     G     7      8      9    10    G     poly-AB Coomassie MM  
p29 31 kDa
21,5  kDa 
14,4 kDa
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Die Abbildung 9 zeigt beispielhaft die BDV-Diagnostik mittels Westernblot.    
3.1.2.2 IgM und IgA-Antikörper gegen BDV 
Der Nachweis BDV-spezifischer Antikörper der Immunglobulinklasse M und A war im IFT 
negativ ausgefallen. Da das Immunblotverfahren empfindlicher als der IFT ist, wurde der 
Nachweis von IgA – und –IgM-anti-BDV im Immunblot wiederholt. In Abbildung 10 zeigt 
sich, daß IgM-Antikörper aus den Seren mit Antigenen des Lysates reagieren, nicht aber mit 
den virusspezifischen P40 und P24. IgA-Antikörper aus den Patientenseren erkennen keine 
Antigene im virushaltigen Zelllysat.    
Abbildung 9: Immunblot: Nachweis BDV-spezifischer Antikörper in Seren von 
Patienten; G ~ positives Kontrollserum; + ~ positiv; - ~ negativ; ± ~ 
grenzwertiger Befund; P40- und P24-Bandenidentifizierung über das 
Kontrollserum G
    G    +      -      +       -      +     ±       +      -      +      ±      +      G
   G        M         A       G 
Abbildung 10: Westernblot zum Nachweis von P29 und P40 mit positivem 
Kontrollserum und Sekundärantikörper gegen IgG (G), IgM (M) 
und IgA (A) 
P40 P40
P29 P29
P40 P40
P29 P29 
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3.1.2.3 Darstellung des P29 mittels polyklonalem anti-BDV-Antikörper 
Der Westernblot wurde in gleicher Weise mit einem kommerziell erhältlichen, polyklonalen 
anti-BDV Kaninchenhyperimmunserum (Biodesign) durchgeführt. Der Biotin-markierte 
Antikörper besitzt nach Herstellerangaben einen Titer von 1:640 (im ELISA gemessen). Im 
Immunblotverfahren wurde bei einer Verdünnung von 1:5 eine schwache Reaktion ge-
messen.        
In Abbildung 11 zeigt sich die Reaktion des polyklonalen Kaninchen-Antikörpers in Höhe 
des P29. Die Untersuchung bestätigt somit P29 als BDV-Antigen. Die Bande ist trotz 
geringer Verdünnung nur schwach sichtbar, so daß sich der Routineeinsatz in der Diagnostik 
nicht anbietet.   
3.1.2.4 Isolierung von Zellkernen 
Da wegen der Vielzahl der Proteine im Gesamtlysat die Identifizierung der virusspezifischen 
Antigene schwierig ist, wurde versucht, die Zahl der Proteine durch die Beschränkung auf 
die Proteine des Zellkerns zu reduzieren. Dem liegt die Überlegung zugrunde, daß das virale 
P40 vor allem intranukleär lokalisiert ist. Es wurden drei Verfahren zur Zellkernisolierung 
eingesetzt (I. Nonidet, II. Ficoll-Nonidet-Triton-DMSO und III. aqua dest; s. Material und 
Methoden 2.6.6.).  Mit den Verfahren I. und III. sind die Proteine P40 und P29 darstellbar (s. 
Abb. 12). 
Beim Verfahren I. konnte eine deutliche Reduktion der Proteine festgestellt werden, so daß 
die Banden P40 und P29 klar zu identifizieren sind. Das Verfahren III. ist sehr schonend für 
Abbildung 11: Westernblot mit polyklonalem anti-BDV-Antikörper 
(pAB), positivem Kontrollserum (G),  Serumprobe (P)
P29 
    G              pAB            P         G
P29 
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die Zellen, die Lyse der Membran dauert lange und kann unter dem Mikroskop beobachtet 
werden. Es liegt jedoch die Vermutung nahe, daß noch zytoplasmatische Proteine in dem 
Lysat enthalten sind. Mit dem Verfahren II. waren die Proteine P40 und P29 nicht dar-
stellbar. Dieses Verfahren ist sehr aggressiv. In dem Zelllysat verbleiben Reste von Ficoll, so 
daß die Proteinerkennung in der SDS-Page erschwert ist.         
3.1.2.5 Ergebnisse der Aminosäuresequenzierung 
Die Identifizierung der viralen Antigene P40 und P29 erfolgte durch die Sequenzierung von 
Proteinen, die an eine PVDF-Membran gebunden waren. Nach SDS-Page von  150 - 300 µl  
Zelllysat und anschließendem Elektrotransfer wurde 1/3 der PVDF-Membran Coomassie-
Blau gefärbt, die übrigen 2/3 für die Immunfärbung verwandt. Nachdem die spezifische 
Bande durch die Immunfärbung lokalisiert war, konnte die korrespondierende Bande der 
Coomassie-Blau-gefärbten Membran ausgeschnitten und für die Sequenzierung eingesetzt 
werden. Es gelang nicht, von P40 eine Aminosäureteilsequenz zu erhalten, da durch die 
bereits durch den Immunblot bestätigten Verunreinigungen mit begleitenden Proteinen 
mehrere Sequenzen parallel liefen. Ursache sind die auf der Höhe von P40 komigrierenden 
zellulären Proteine. Dennoch gelang es, P29 in 12 Schritten anzusequenzieren.  
Die Ergebnisse der Sequenzierung von P29 sind in Tab. 14  zusammengefaßt: 
Abbildung 12: Darstellung von P40 und P29 aus Zellkernlysat (Verfahren I. und III.) und 
Gesamtlysat (GP) 
45 kDa
31 kDa
21,5 kDa
14,4 kDa
P40 
P29 
         MM      GP    I.      III.  
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Aminosäurenposition vom NH2-Terminus ansequenziert 
Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Sequenz M P P K R R L V D D A D 
A M/W R/P - K/E P - L/V L D - A - 
B M P/F - D/R L/K L V - D/F H/G A E/F 
C - N/Y/P T/S/P/D G/K/L N/K/L F/N/T - K/L D - - - 
D M/T/S N/G/V K/L/A/P T/I R/P/K/L N/M/I - A/V D - - - 
? M P P K K N V (L) L (V) D H/G A E/F 
Die Reihen A-D der Tabelle 12 geben 4 unterschiedliche Sequenzierungsansätze wieder. 
Aufgrund der Sequenzen kann ausgeschlossen werden, daß es sich um zelluläre Proteine 
handelt. Keine der ermittelten Sequenzen konnte nach Abgleich über die Proteindatenbanken 
PDB und gbvrl (Blast 1.4) einem bekannten zellulären Protein zugeordnet werden. Die Aus-
wertung der Sequenzen erfolgte über den Vergleich der unterschiedlichen Sequenzierungs-
läufe. In der Zusammenfassung (? ) wird jeweils die Aminosäure angegeben, die am 
häufigsten nachgewiesen wurde. Besteht eine Diskrepanz zwischen den so ausgewerteten 
Aminosäuren zu der vorgegebenen Sequenz, und taucht eine der vorgegebenen Aminosäuren 
in einer der nachgewiesenen Sequenzen an dieser Stelle auf, so wurde dies in Klammern 
hinzugesetzt. Bei den Positionen 10 und 12 konnte in dieser Art keine Aussage getroffen 
werden, da nur ein Ergebnis zur Verfügung stand. Es zeigt sich, daß sich 50 % der 
Aminosäuren auf diesem Weg bestätigen lassen, weitere zwei wahrscheinlich sind. Die 
Tatsache, daß in einigen Sequenzierungsschritten mehrere Aminosäuren angegeben werden, 
basiert auf dem Problem, daß mehrere Proteine ähnlicher Größe parallel sequenziert wurden, 
was sich bei einem Zelllysat und hoher Proteinbeladung der PVDF-Membran kaum 
vermeiden läßt.  
Die einzelnen Sequenzierungsergebnisse sind nicht eindeutig genug, und eine Summen-
auswertung unterschiedlicher Sequenzierungen ist nur bedingt zulässig, so daß das 
Sequenzierungsergebnis nicht als einziger und letztendlicher Beweis für die Spezifität der 
Bande anzusehen ist. Es zeigt sich jedoch eine gute Korrelation zu den immunologischen 
Ergebnissen, die P29 als Fragment von P40 einstufen.    
Tabelle 14: Aminosäurenteilsequenzierung von P29; bekannte Sequenz  von  NH2-Terminus des P40 (CUBITT 
et al. (1994)), A-D ~ Sequenzierungsansätze, ? ~ Zusammenfassung 
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3.1.2.6 Westernblot mit gereinigten Fusionsproteinen P24-GST und P40-GST 
Für den in Mexiko verwendeten Westernblot  (Westernblot de Yucatán) (DE LA TORRE 
(1998)) werden an Stelle des Zelllysates gereinigte Fusionsproteine eingesetzt. Hierzu wurde 
die c-DNA für p40 und p24, gekoppelt an die Sequenz von GST in das Plasmid pGEX-5X-3 
(Pharmacia Biotech) integriert. Die Expression der Proteine erfolgte in DH5a E.coli. Die 
Proteine haben folgende Größen: P40-GST: 67 kDa, P24-GST: 51,5 kDa,  GST: 27 kDa. Die 
Detektion der Immunfärbung erfolgte über alkalische Phosphatase gekoppelte Sekundär-
antikörper.   
Der Membranabschnitt AB in den Abbildungen 13 und 14 zeigt das Ergebnis der Protein-
färbung mit Amidoschwarz. Man sieht lediglich eine kräftige Bande des gereinigten 
Proteins. Bei der Immunfärbung treten deutlich mehr Banden zum Vorschein, was die hohe 
Sensitivität des Verfahrens zeigt. Die Lokalisation der spezifischen Bande ist anhand der 
Amidoschwarzfärbung eindeutig.      
Abbildung 13: Westernblot P24-GST mit Proben 22-34; G ~ Immunfärbung mit anti-GST-
Antikörper; AB~ Amidoschwarz-Färbung der Membran; Probe 30 positiv
p24-
GST p24-
GST 
  22      23     24      25      26      27      28     29      30       G      AB         
     31         32         33       34         +           -           G         AB 
p24-
GST 
p24-
GST 
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Die Auswertung des Blots erfolgt über den Vergleich der Reaktion auf P24-GST und GST. 
Liegt bei P24-GST eine Bande vor, so muß geprüft werden, ob bei GST ebenfalls eine 
Reaktion auftritt. Ist dies der Fall, wird die Reaktion als nicht BDV-spezifisch bewertet. 
Bleibt eine Reaktion mit GST aus, wird die Probe als positiv bewertet.  
Der überwiegende Anteil der untersuchten Serumproben zeigte eine Reaktion auf P24-GST 
und GST. Diese Proben wurden daher als negativ bewertet. Das hoch konservierte GST ist 
ein Protein von Schistosoma mansoni. Die durch Schistosoma mansoni hervorgerufene 
Bilharziose ist auf Yucatán nicht endemisch, so daß es fraglich ist, weshalb nahezu alle 
Patienten eine Reaktion auf GST zeigen. Es ist von Autoantikörpern  gegen das ubiquitär 
vorkommende, konservierte GST auszugehen.  
Die Auswertung des Westernblots mit P40 erfolgt entsprechend. Es war während meines 
Aufenthaltes vor Ort nicht möglich, die Diagnostik mit P40 durchzuführen, da das Protein 
nicht in ausreichender Menge zu Verfügung stand. 
Abbildung 14: Westernblot GST mit Proben 22-.34; G ~ Immunfärbung mit anti-GST-
Antikörper; AB~ Amidoschwarz-Färbung der Membran; Probe 30 positiv 
GST
GST 
 22        23        24        25       26       27       28      29       30       31       G    AB     
           32         33        34        +          -          G       AB 
GST 
GST 
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3.1.3 Dot-Blot  
Der Dot-Blot ist eine einfach durchzuführende Methode für den Nachweis spezifischer 
Antikörper. Im Dot-Blot-Verfahren wird teilgereinigtes, rekombinantes Antigen verwendet. 
Aufgrund der Teilreinheit kommen nicht nur spezifische Reaktionen zwischen rekombi-
nantem BDV-Antigen und spezifischen Antikörpern, sondern auch nicht erwünschte 
Reaktionen von Antikörpern gegen GST, E. coli-Antigenen und anderen Proteinen zustande. 
Der Dot-Blot ist aber als „Screening“-Verfahren für die serologische BDV-Diagnostik 
geeignet.    
3.1.3.1 Darstellung der Reaktion von P24-GST im Vergleich zu GST 
Für den Dot-Blot wurden dieselben gereinigten Proteine (P24, P40 und GST) verwandt wie 
für den Westernblot. Die Proteine werden als Fleck („Dot“) auf eine Nitrozellulosemembran 
aufgetragen. Nach der Reaktion mit Seren wurde in einer 2. Reaktion die Bindung 
spezifischer Antikörper sichtbar gemacht. Die Konzentration der Proteine und Seren spielen 
beim Dot-Blot eine entscheidende Rolle (Proteine 1 µg/10 µl, Seren 1:40), da es, wie im 
Westernblot gezeigt, zu Reaktionen sowohl mit P24-GST als auch nur mit GST kommt, und 
daher auf einen quantitativen Unterschied geachtet werden muß. Es empfiehlt sich ein 
Probenpanel bestehend aus quantitativ unterschiedlich stark anti-BDV positiven und 
negativen Patientenseren für die Diagnostik als Kontrollen zu nutzen.         
Die Abbildung 15 zeigt den spezifischen Antikörpernachweis mittels Dot-Blot. Der Dot-Blot 
weist objektivierbare Unterschiede in den Intensitäten der Immunreaktionen gegen P24 und 
GST auf. In dem beispielhaft dargestellten Blot wurden die Proben 11, 15, 16, 18, 21, 27, 33 
Abbildung 15: Dot-Blot-Diagnostik der Seren 9-34 und 4 Kontrollen der Mexikanischen Seren  
P24
P40
GST
P24
GST
 9     10      11      12      13      14      15      16     17     18      19      20     21       +      -     
 22     23      24      25      26      27      28      29      30      31       32     33     34       +         -
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positiv gewertet, die Proben 23, 30 und + grenzwertig positiv. Von diesen 10 Proben 
konnten 7 in wenigstens  einem weiteren serologischen Verfahren (WB oder IFT) positiv 
bestätigt werden. Die Proben, die im Dot-Blot negativ bewertet wurden, zeigten in einem 
anderen Testverfahren nie ein positives oder fraglich positives Ergebnis. Somit ergibt sich 
für den Dot-Blot eine hohe Sensitivität bei relativ geringer Spezifität (Sensitivität 100% ggb. 
Spezifität 87%; s. 3.4.3.).  
Die Reaktion mit P40 war nicht auswertbar, da keine ausreichende Konzentration des 
Proteins vorlag. Es wurde daher bei der weiteren Diagnostik auf P40 verzichtet.  
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3.2 nested RT-PCR 
3.2.1 Primerdesign 
Die von mir benutzten Primer waren bereits für den Nachweis von BDV in PBMC 
erfolgreich verwendet worden (SAUDER et al. (1996)). Die Primer lagen im Bereich des 
p40.   
3.2.2 Darstellung des p40-Gens in BDV-infizierten MDCK-Zellen 
Um die nested RT-PCR für die Labor-Diagnostik einzuführen und zu evaluieren, wurde 
versucht, das p40-Gen aus BDV-infizierten Zellen nachzuweisen. Aus infizierten MDCK-
Zellen wurde RNA isoliert, deren Konzentration bestimmt, aus 1-2 µg RNA cDNA 
synthetisiert (Gesamtvolumen 8 µl) und mit 2 µl cDNA die Amplifikation (2 Runden je 40 
Zyklen) durchgeführt.  
Die in Abbildung 16 als Banden dargestellte PCR-Produkte wurden aus dem Gel ausge-
schnitten, die DNA mittels Qiaex II Agarose Gel Extraction (Qiagen) isoliert und 
sequenziert (s. 2.8.6, 2.8.7.). Das Amplifikationsprodukt konnte als p40 bestätigt werden (s. 
Anhang (7.3)).       
Abbildung 16:       I. Agarosegelelektrophorese des PCR-Produktes von p40 aus 3 separaten  MDCK-   
Kulturen (A, B, C); neg. Kontrolle (O)   
   II. DNA-Marker: 100 bp-Leiter 
500 bp
570 bp ~ p40 
PCR Produkt 
der 1, Runde 
I. II.
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3.2.3 Darstellung von p40 RNA aus Patientenserum 
Nachdem die PCR wiederholt erfolgreich aus BDV infizierten Zellen durchgeführt worden 
war, wurde versucht, RNA aus Seren von Patienten zu isolieren, die im Westernblot und in 
der Immunfluoreszenz positiv getestet worden waren. Aus 140 µl Serum wurden 2,0-2,4 µg 
RNA isoliert (Konzentration 0,25 – 0,3 µg/µl). Für die RT-Reaktion wurden 1-2 µg RNA 
eingesetzt. Es erfolgte die nested PCR aus 2 µl cDNA (von 8 µl Gesamt-cDNA).          
Die Abbildung 17 zeigt die Darstellung der amplifizierten p40-Genfragmente aus Seren von 
Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen. Bei der Darstellung von p40 aus Seren ist der 
Umgang mit den Seren vor der RNA-Isolierung bedeutend. Das Material sollte nur für die 
RNA-Isolierung verwandt, und ausschließlich mit Filterpipetten bearbeitet werden. Die hier 
dargestellten Proben stammen aus der diagnostischen Sektion des Institutes. Dort war bereits 
eine größere Anzahl an Untersuchungen mit Teilen dieser Proben durchgeführt worden. Es 
kann nicht sicher ausgeschlossen werden, daß es durch Aerosolbildung beim Pipettieren zu 
Kontaminationen unter den Proben selbst kam. Eine Kontamination während der Isolierung 
und der PCR läßt sich ausschließen, da immer eine negative Kontrolle mitgeführt wurde.  
Abbildung 17: Darstellung von p40-Genfragmenten nach Isolierung und 
Amplifikation aus Seren psychiatrischer Patienten; die Proben 3, 9 
und 33 sind positiv (Bande auf 540 bp, Plasmid auf 570 bp) 
         Leiter      3       5       6        9      11       12        17 
         Leiter   19    26     32     27        33        0     Plasmid 
500 bp 
500 bp 
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3.3 Herstellen eines Plasmids als Positivkontrolle für die BDV-PCR 
Es war erforderlich, für die BDV-PCR einen zuverlässigen und reproduzierbaren Standard 
positiver Proben bereitzustellen. Zu diesem Zweck wurden zwei Plasmide hergestellt, 
welche die Primersequenzen für die nested PCR für das p40-Gen und das p24-Gen enthalten 
und bei der PCR einen Bereich amplifizieren, der sich in der Größe gegenüber dem BDV-
Amplifikat geringfügig unterscheidet, so daß man die Bande der positiven Kontrolle von den 
BDV-spezifischen Banden abgrenzen, und eine Kontamination von Seiten der positiven 
Kontrolle ausschließen kann.   
3.3.1 Prinzip der Plasmidherstellung 
Dazu wurde die PCR mit speziellen Primern (pUC 40 s und pUC 40 as, pUC 24 s und pUC 
24 as (BDV-nested-Primer außen + innen + pUC-Primer; s. Abb. 18)) mit pUC 19 als 
Template durchgeführt. Nach elektrophoretischer Auftrennung konnte die Bande ausge-
schnitten und mit Qiaex II isoliert werden (2.8.6.1). Die so entstandenen PCR-Produkte, 
bestehend aus den nested Primern, den pUC-Primern und der amplifizierten pUC-Sequenz, 
konnten nun in pCR 2.1 subkloniert werden (Ligation). Diese Plasmide wurden in 
kompetente DH5a E. coli - Zellen transformiert, mittels Minipräparation (Qiagen Plasmid 
Purification Kit) isoliert und einer Restriktionsanalyse (Eco RI, MBI Fermentas) unterzogen. 
In der anschließenden Agarose-Gelelektrophorese sah man für BDV-p40 eine 0,7 kb Insert-
Bande, für BDV-p24 eine 0,4 kb-Insertbande. Dies wurde wiederholt mit sich bestätigenden 
Ergebnissen. Nach dieser Bestätigung der erfolgreichen Subklonierung wurde eine Maxi-
präparation der Plasmide vorgenommen. Die Konzentration des Plasmids für p40 wurde 
photometrisch mit  903 ng/µl (s. 2.8.1.3.) bestimmt. 
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                     Amplifikationsprodukt (Gesamtlänge 629 b):     
Abbildung 18: Schematische Darstellung der PCR zur Amplifikation eines pUC-Abschnittes (1744-2290), 
an den die nested Primer für BDV – p40 (1a, 1b, 2a, 2b) gekoppelt sind; pUC-
Beschreibung von MBI Fermentas 
1a
2a 2b
1b
pUC 40 aspUC 40 s
pUC-Template:  1.744          1.766                                                                               2.272           2.290 
  1a                2a           pUC 40 s                           pUC Sequenz 506 bp                               pUC as            2b               1b
PCR
   
64   
                       
Abbildung 19: Ligation; Subklonierung des PCR-Produktes für p40 in pCR2.1 (Invitrogen), 
Transformation in DH5a-Zellen und Plasmidisolierung (Miniprep) 
  1a                2a           pUC 40 s                       pUC Sequenz 506 bp                               pUC as            2b               1b 
Transformation in kompetente DH5a E. coli
Plasmidisolierung aus transformierter 
DH5a-Kultur 
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Durch die Restriktionsanalyse wurde die erfolgreiche Subklonierung nachgewiesen. Das 
Plasmid wurde erneut in kompetente Zellen transformiert. Anschließend erfolgte eine Maxi-
präparation, in der eine größere Menge Plasmid gewonnen werden konnte. Die an-
schließende PCR bestätigte die Subklonierung und die Funktionstüchtigkeit als positiven 
Standard. 
Abbildung 20: Gelelektrophorese nach Restriktionsanalyse mit Eco RI;  
Darstellung der Insertbanden von p40 = 0,7 kb; p24 = 0,4 kb  
Restriktions-
analyse mit 
Eco RI
Agarose-Gelelektrophorese:  
p40: Insertbande mit 645 bp (629 PCR-Produkt + 16 Überhänge) ? 0,7 kb 
p24: Insertbande mit 396 bp (380 PCR-Produkt + 16 Überhänge) ? 0,4 kb 
Restriktionsprodukt (Insert-Bande) 
                     p24                                 bp-Leiter                                             p40                    
0,7 kb 
0,4 kb
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3.3.2 Quantifizierungsansatz der PCR für p40 über das Plasmid 
Für die Quantifizierung der PCR wurde die Anzahl der Amplifikationsprodukte pro µl 
benötigt. Dies ergibt sich wie folgt: 
pUC = 2.868 bp 
Vektor pCR2.1 = 3.890 bp 
p 40 - pUC-Fragment 2.290 ? 1.744 zzgl. beider Primer (41 + 42 ) ? 629 bp 
p 24 - pUC-Fragment 2.070 ? 1.744 zzgl. beider Primer (38 + 38 ) ? 380 bp  
p 40 + pCR2.1 = 629 bp + 3890 bp = 4519 bp  
1 bp ~ 630 g/mol bp  
4519 bp ~ 4519 bp x 630 g/mol = 2.846.970 g/mol bp               
Abbildung 21: nested PCR p40 (0,6 kb) und p24 (0,4 kb) mit Plasmid als 
Template; 0 ~ Negativkontrolle; p40 und p24 mit der Ausgangs-
konzentration 10 ng/µl; Gelelektrophorese des PCR-Produktes der ersten 
und zweiten Runde 
Leiter  p40    p24    p40      p24         0          Leiter 
500 bp 
l
bpmolg
lngKopienderAnzahl µµ /109,1
/970.846.2
/903 11
⋅==
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Ausgehend von der Konzentration 903 ng/µl des isolierten Plasmids wurde eine Ver-
dünnungsreihe in 10er-Stufen beginnend mit 1:100 angefertigt. In der anschließenden PCR 
wurde in der Gelelektrophorese dem PCR-Produkt der ersten Runde das PCR-Produkt der 
zweiten Runde gegenübergestellt.           
Tabelle 15: Plasmidverdünnungsreihe und Ergebnis der 1. und 2. Runde der PCR 
Plasmid-Verdünnung P0 P1 P2 P3 P4 P5 P6 
Konzentration 903 ng/µl 9,03 ng/µl 90 pg/µl 0,9 pg/µl 9 fg/µl 90 ag/µl 0,9 ag/µl
Anzahl der Kopien 1,91 x 1011 1,91 x 109 1,91 x 107 1,91 x 105 1,91 x 103 1,91  0,191 
Nachweis in 1. Runde + + + + - - - 
Nachweis in 2. Runde + + + + + + - 
Die Abbildung  22 und die in Tabelle 15 dargestellte Auswertung zeigen, daß das Plasmid in 
den Konzentrationen P0-P3 bereits in der ersten Runde und bis P5 in der zweiten Runde der 
PCR nachweisbar ist.  
Für die diagnostische PCR wurden 2 µl des Plasmids, entsprechend 3,8 x 105 Genom-
äquivalente absolut eingesetzt. Bei dieser Konzentration können PCR-Amplifikate sowohl in 
der ersten, als auch in der zweiten Runde erkannt werden.   
Anmerkung: Für zukünftige Untersuchungen ist es empfehlenswert diese PCR mit engeren 
Verdünnungsschritten mehrfach zu wiederholen, um die Konzentration angeben zu können, bei der in 
50 % der PCR noch eine positive Reaktion nachweisbar ist (PCR50-Wert).  
Abbildung 22: Agarose-Gelelektrophorese; I. und II. Amplifikationsrunde des Plasmids p40; P0-P6 Verdünungen 
des Plasmids; 0 ~ Negativkontrolle; L ~ Basenleiter
I. Runde II. Runde 
500 bp
P0  P1  P2  P3  P4  P5  P6   0                      L  P0  P1 P2  P3  P4 P5  P6  0  L
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3.4 Diagnostik von BDV-Infektionen 
3.4.1 Untersuchung von Serumproben Mexikanischer Patienten 
Es wurden in der jüngsten Vergangenheit wiederholt nationale Ringversuche durchgeführt, 
um geeignete Techniken für die BDV-Diagnostik ausfindig zu machen. Es ist bislang aber 
nicht gelungen, einen Goldstandard für die Diagnostik der BDV-Infektion zu schaffen. Der 
Leiter des Centro de Investigaciones Regionales „Dr. Hideyo Noguchi“ de la Universidad 
Autónoma de Yucatán, Merida, Mexiko, Dr. Fernando Puerto Manzano, bat um die 
Untersuchung von 23 Serumproben, die von Patienten mit Schizophrenie gewonnen wurden. 
Alle Patienten stammen aus Merida, Mexiko. Insgesamt wurden dort 70 Patienten mit 
Schizophrenie und 53 Patienten ohne psychiatrische Erkrankung auf das Vorliegen einer 
BDV-Infektion untersucht. In der Gruppe der Patienten mit Schizophrenie waren 15 Proben 
(21,4%) BDV-Antikörper positiv, in der Gruppe der nicht psychiatrisch erkankten Personen 
nur 2 Proben (3,7 % positiv). Diese Proben aus Mexiko wurden von uns mittels WB und IFT 
auf virusspezifische Antikörper und mittels PCR auf das Vorliegen von BDV-RNA 
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefaßt.  
Tabelle 16: Ergebnis der Gegentestung  von 23 Proben Mexikanischer Patienten 
Proben-Nr. WB IFT PCR Mexikanisches Ergebnis Aachener Endergebnis Übereinstimmung 
1 + + - + + + 
2 + + - + + + 
3 + + - + + + 
4 + + - + + + 
5 + + - + + + 
6 + + - + + + 
7 + + - + + + 
8 + + - + + + 
9 + + - + + + 
10 + + - + + + 
11 - + - + - ∅ 
12 + + - + + + 
13 - + - + - ∅ 
14 - - - - - + 
15 - - - - - + 
16 ± - - - - + 
17 - - - - - + 
18 + + - - + ∅ 
19 - - - - - + 
20 - - - - - + 
21 ± ± - - ± ~ 
22 + - - - - + 
23 + + + - + ∅ 
 
   
69   
Die Einzelergebnisse aus Aachen wurden hinsichtlich des Gesamtergebnisses wie folgt 
ausgewertet:  
Es kann bei beiden Verfahren zu unspezifischen Reaktionen und somit falsch-positiven 
Ergebnissen kommen, so daß als positiv nur die Probe bewertet wurde, die sowohl im 
Westernblot als auch im indirekten Immunfluoreszenztest positiv reagierte. Nur die 
Kombination aus beiden positiven Ergebnissen wurde als ausreichendes Kriterium für die 
Bewertung positiv im Sinne einer nachgewiesenen BDV-Infektion angesehen.    
Von den 23 Proben waren 13 Proben in Mexiko positiv bewertet worden. Von diesen 13 
Proben konnten wir 11 bestätigen (85 %). Von den 10 negativ bewerteten Proben bestätigten 
wir 7 (70 %), eine Probe (#21) blieb fraglich. Insgesamt konnten 18 von 23 Ergebnissen 
bestätigt werden (78 %).  
Eine statistische Beurteilung ergibt sich aus Tabelle 17.  
Tabelle 17: Vierfeldertafel zur statistischen Beurteilung des Gegentests der Mexikanischen Proben 
Mexikanische Ergebnisse 
+ - ? 
+ 11 3 14 
- 2 7 9 
Aachener 
Ergebnisse
? 13 10 23 
Rechnerisch ergibt sich ein Kappa  von  0,55 1, was eine deutliche Übereinstimmung der 
Ergebnisse beider Verfahren anzeigt.   
Anmerkung: Es wurde von jeder Probe die BDV-PCR durchgeführt. Da aber nur ein reduziertes 
Probenvolumen (50-90 µl, erforderlich wären 140 µl gewesen) für die Testdurchführung vorhanden 
war, ist das Ergebnis der PCR nur eingeschränkt aussagekräftig.  
                                                
1
 Kappa= 2(ad-bc) / (a+c) (c+d) + (a+b) (b+d); Beurteilung: < 0,10 keine; 0,1-0,4 schwache; 0,41-0,60 
deutliche; 0,61-0,80 starke; > 0,81 fast vollständige Übereinstimmung 
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3.4.2 Aachener Probanden 
Nachdem die serologischen Verfahren und die Nukleinsäureamplifikationstechnik zum 
Nachweis von Bornavirus-Infektionen etabliert waren, schloß sich eine Studie zur Prävalenz 
von BDV-Infektion in ausgesuchten Patientengruppen des Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen an. Es wurden 51 Patienten mit psychiatrischen Diagnosen und 30 Patienten aus der 
Notfallaufnahme, die als Normalkollektiv gewertet wurden, mittels Westernblot, indirektem 
Immunfluoreszenztest und nested RT-PCR auf das Vorliegen von Antikörpern gegen das 
BDV und das Vorhandensein des Virus untersucht.    
3.4.2.1 Patienten mit psychiatrischen Diagnosen 
Die Tabelle 18 zeigt die Ergebnisse der virologischen Untersuchungen bei 51 Patienten mit 
psychiatrischen Erkrankungen. Bei den Proben #1-#35 wurde der Westernblot als Screening-
methode eingesetzt. Zeigte sich hier ein positives Ergebnis, so  wurde versucht, das Ergebnis 
im IFT oder in der PCR zu bestätigen. Die Proben #36-#51 wurden sowohl im WB, als auch 
im IFT und PCR getestet.   
Tabelle 18: Zusammenstellung der virologischen Untersuchung bei 51 Patienten mit psychiatrischen 
Erkrankungen aus Aachen; ? ~ nicht untersucht 
Einzelergebnisse 
PCR Nr. Nr. der Serologie Western-
blot IFT I II 
Gesamtergebnis 
1 4901 - ? ? ? - 
2 4902 - ? ? ? - 
3 4946 + + - + + 
4 5023 - ? ? ? - 
5 5091 + + - - + 
6 4802 + + - - + 
7 4803 - ? ? ? - 
8 4804 - ? ? ? - 
9 4698 + + - + + 
10 4711 - ? ? ? - 
11 4427 + + - - + 
12 4255 + - - - - 
13 4274 - ? ? ? - 
14 4300 - ? ? ? - 
15 4304 - ? ? ? - 
16 4306 - ? ? ? - 
17 4196 + + + - + 
18 3161 - ? ? ? - 
19 3162 + + - - + 
20 3163 - ? ? ? - 
21 3181 - ? ? ? - 
22 3182 - ? ? ? - 
23 3183 - ? ? ? - 
24 3878 - ? ? ? - 
25 3879 - ? ? ? - 
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Einzelergebnisse 
PCR Nr. 
Nr. der 
Serologie Western-
blot IFT I II 
Gesamtergebnis 
26 3880 + + - - + 
27 3881 + + - - + 
28 3910 - ? ? ? - 
29 3911 - ? ? ? - 
30 3919 + + - - + 
31 3811 - ? ? ? - 
32 3813 - ? ? ? - 
33 3338 + + - + + 
34 3184 - ? ? ? - 
35 3185 - ? ? ? - 
36 6131 + + + + + 
37 6269 + + - - + 
38 6270 + + + + + 
39 6309 + + + - + 
40 6311 - - - - - 
41 5937 - - - - - 
42 5938 - - - + - 
43 6110 + + + - + 
44 6111 - - - - - 
45 6118 - - - - - 
46 5810 + + + - + 
47 5548 + + - - + 
48 5549 - - - - - 
49 5673 + + - - + 
50 5674 - - - + - 
51 5701 - - - - - 
Von den 51 untersuchten Proben waren 19 positiv (37,3 %) im Sinne einer BDV-Infektion. 
Die Kriterien für die Bewertung „positiv“ sind erfüllt, wenn die Probe sowohl im Western-
blot als auch im indirekten Immunfluoreszenztest positiv bewertet wurde.    
3.4.2.2 Normalkollektiv  
Die Tabelle 19 zeigt die Ergebnisse der serologischen BDV-Diagnostik bei 30 Patienten der 
Notfallaufnahme des Universitätsklinikums der RWTH Aachen. Diese Patienten stellen das 
Normalkollektiv dar. Alle Proben wurden mittels Westernblot und indirektem IFT unter-
sucht. Die PCR wurde nur bei serologisch begründetem Verdacht auf eine BDV-Infektion 
durchgeführt, d.h. bei einem positiven Ergebnis in WB oder IFT. Der WB zeigt 8 positive 
Ergebnisse, wobei 3 durch IFT bestätigt werden konnten. Der IFT zeigt 5 positive 
Ergebnisse, wobei 3 durch WB bestätigt werden konnten. Dies zeigt eine höhere Spezifität 
des IFT ggb. des WB bei vergleichbarer Sensitivität.     
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Tabelle 19: Zusammenstellung der Diagnostik von 30 Patienten der Notfallaufnahme aus Aachen; ? ~ nicht 
untersucht 
Einzelergebnisse 
Nr. Nr. der Serologie Western-
blot IFT PCR 
Gesamtergebnis 
1 13564 - - - - 
2 13575 - - ? - 
3 13599 - - ? - 
4 13600 + - - - 
5 13743 - - - - 
6 13750 + - - - 
7 13786 - - ? - 
8 13728 - - ? - 
9 13829 - ± ? - 
10 13831 + - - - 
11 13848 - - ? - 
12 13849 - - ? - 
13 13863 - - ? - 
14 13917 + - - - 
15 13918 - - ? - 
16 13945 - - ? - 
17 14044 - + ? - 
18 14127 - - ? - 
19 14129 - - ? - 
20 14199 + + - + 
21 14272 - - ? - 
22 14351 + + - + 
23 14369 - - ? - 
24 15022 - - ? - 
25 15024 + - - - 
26 15038 - - ? - 
27 15069 - - ? - 
28 15072 + + - + 
29 15073 - - ? - 
30 15070 - - ? - 
Von den 30 Patienten des Kontrollkollektives wurden bei drei Personen (10 %) Antikörper 
gegen BDV nachgewiesen.   
Für die statistischen Berechnungen wurden die in Tabelle 20 dargestellten Ergebnisse ver-
wendet.   
Tabelle 20: Vierfeldertafel zur statistischen Auswertung BDV-Prävalenz psych. versus Notfallpatienten 
BDV + BDV - ? 
psychiatrische Pat. 19 32 51 
Normalkollektiv 3 27 30 
? 22 59 81 
Mittels exaktem Fishertest konnte mit P = 0,009 ein statistisch signifikanter Unterschied (α 
< 0,05) in der Prävalenz von BDV-Infektionen zwischen Patienten mit psychiatrischen 
Erkrankungen und den Patienten des Normalkollektives gezeigt werden.  
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3.4.3 Vergleich der serologischen Methoden Dot-Blot, Westernblot und 
Immunfluoreszenztest  
Der Vergleich der serologischen Nachweismethoden wurde im virologischen Forschungs-
institut der Universität in Merida, Mexiko, mit  Serenproben von 30 schizophrenen Patienten 
aus der psychiatrischen Klinik von Merida durchgeführt. Es standen zwei positive und zwei 
negative Kontrollproben für das Westernblotverfahren zur Verfügung. Die Patientenproben 
wurden mittels Westernblot (de Yucatán), Immunfluoreszenztest (IFT) (Aachen) und Dot-
Blot (Kooperation) getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 zusammengefaßt.   
Tabelle 21: Zusammenstellung der Untersuchungsergebnisse von 30 Patienten der psychiatrischen Klinik 
Meridas 
Probe WB Dot-Blot IFT Endergebnis 
9 - - - - 
10 - - - - 
11 + + - +/- 
12 - - - - 
13 - - - - 
14 - - - - 
15 + + + + 
16 +/- + +/- + 
17 - - - - 
18 - + - - 
19 - - - - 
20 - - - - 
21 - + +/- +/- 
22 - - - - 
23 - +/- - - 
24 - - - - 
25 - - - - 
26 - - - -  
27 - + + +/- 
28 - - - - 
29 - - - - 
30 + +/- + + 
31 - - - - 
32 - - - - 
33 - + - - 
34 - - - - 
+ - - - - 
- - - - - 
+ - +/- +/- +/- 
- - - - - 
   
74   
Von den 26 untersuchten Proben wurden 6 positiv bzw. grenzwertig positiv bewertet 
(23,1%). Das entspricht in der Größenordnung den bisherigen Ergebnissen der Prävalenz 
von BDV-Infektionen in der psychiatrischen Klinik Meridas (21,4 %).   
Die Güte der diagnostischen Verfahren ist nur schwer einzuschätzen, wenn positive bzw. 
negative Proben noch nicht an einem Goldstandard geeicht werden können. Unsere Unter-
suchungen wurden in folgender Weise ausgewertet: Ist sowohl der Westernblot als auch der 
Immunfluoreszenztest positiv, so ist die Probe positiv. Ist nur eines der beiden Verfahren 
positiv, so gilt die Probe als grenzwertig (+/-). Sind beide Verfahren negativ, ist die Probe 
negativ. Der Dot-Blot ist also für die endgültige Entscheidung nicht relevant, und somit ist es 
zulässig, die Qualität des Testverfahren im Bezug auf die Diagnostik mittels IFT und WB zu 
beurteilen (s. Tab. 22).   
Tabelle 22: Vierfeldertafel zur statistischen Auswertung des Dot-Blot-Verfahrens 
Dot-Blot 
+ - ? 
+ 7 0 7 
- 3 20 23 
Endergebnis 
? 10 20 30 
Für den Dot-Blot ergeben sich folgende Qualitätsmerkmale: Sensitivität 100 %; Spezifität 87 
%; positiver Vorhersagewert 0,19; negativer Vorhersagewert 1.    
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3.5 Auswertung der Akten psychiatrisch erkrankter Patienten 
Für die Auswertung der Akten psychiatrisch kranker Patienten stand ein Katalog zur 
Verfügung, der von mir erarbeitet und mit Herrn PD Dr. Erkwoh von der Klinik für 
Psychiatrie im Universitätsklinikum der RWTH Aachen abgestimmt war (s. Anhang). In der 
Auswertung wurden 15 verschiedene Merkmale wie spezifische psychiatrische Erkran-
kungen, auslösende Faktoren, Begleitsymptome etc. untersucht (s. Tab. 23). Es wurden 
folgende Zusammenhänge zur BDV-Infektion festgestellt:  
Tabelle 23: Statistische Auswertung der psychiatrischen Akten.; NK = Normalkollektiv bestehend aus 
Patienten der Notfallaufnahme, Symptom + in % entspricht Anteil der an diesem Symptom 
erkrankten psychiatrischen Patienten auf das gesamte psychiatrische Kollektiv (46 Patienten).   
Depression Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 13 3 16 68,4 % 
BDV - 18 27 45 66,7 % 
Summe 31 30 61 67,4 % 
0,007756 
   
Bewußtseinsstörung Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 6 3 9 31,6 % 
BDV - 3 27 30 11,1 % 
Summe 9 30 39 19,6 % 
0,001684 
Schizophrenie Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 5 3 8 26,3 % 
BDV - 7 27 34 25,9 % 
Summe 12 30 42 26,1 % 
0,030854 
Psychose Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 9 3 12 47,4 % 
BDV - 14 27 41 51,9 % 
Summe 23 30 53 50,0 % 
0,019493 
Neurose Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 0 3 3 0 % 
BDV - 3 27 30  11,1 % 
Summe 3 30 33 6,5 % 
100,000 
Manie Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 3 3 6 15,8 % 
BDV - 4 27 31 14,8 % 
Summe 7 30 37 15,2 % 
0,067947 
Halluzination Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 7 3 10 36,8 % 
BDV - 11 27 38  40,7 % 
Summe 18 30 48 39,1 % 
0,027487 
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mot-sens. Störung Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 4 3 7 21,1 % 
BDV - 3 27 30 11,1 % 
Summe 7 30 37 15,2 % 
0,014710 
kindl. Störungen Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 0 3 3 0 % 
BDV - 2 27 29 7,4 % 
Summe 2 30 32 4,3 % 
100,000 
Drogen Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 4 3 7 21,1 % 
BDV - 9 27 36 33,3 % 
Summe 13 30 43 28,3 % 
0,172285 
Auslöser Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 5 3 8 26,3 % 
BDV - 9 27 36 33,3 % 
Summe 14 30 44 30,4 % 
0,086854 
Familienanamnese Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 4 3 7 21,1 % 
BDV - 9 27 36 33,3 % 
Summe 13 30 43 28,3 % 
0,172285 
neurol. Symptome Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 10 3 12 52,6 % 
BDV - 10 27 37 37,0 % 
Summe 20 30 50 43,0 % 
0,002668 
somat. Erkrankungen Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 9 3 12 47,4 % 
BDV - 14 27 41 41,9 % 
Summe 23 30 53 50,0 % 
0,019493 
HOPS Symptom + NK Summe Symptom + P-Wert (Fisher-Test)
BDV + 6 3 9 31,6 % 
BDV - 2 27 29 7,4 % 
Summe 8 30 38 17,4 % 
0,000719 
Der α-Wert wurde aufgrund der Vielzahl der untersuchten Merkmale angeglichen auf 
a/Anzahl der Merkmale (0,05/15), was einem Signifikanzwert von 0,00333 entspricht. Somit 
sind lediglich die Bewußtseinsstörungen, neurologischen Symptome und das hirnorganische 
Psychosyndrom (HOPS) als statistisch signifikant zu werten.       
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Es lassen sich folgende Aussagen ableiten: 
1. Es gibt keinen Unterschied zwischen BDV-infizierten und nicht-BDV-infizierten psych-
iatrischen Patienten hinsichtlich der Prävalenz spezifischer psychiatrischer Erkran-
kungen (Depression, Schizophrenie, Psychose, Manie). 
2. Es gibt einen signifikanten Unterschied im Sinne einer erhöhten Prävalenz bei infizierten 
Patienten im Bezug auf Bewußtseinsstörungen, neurologische Symptome und das 
hirnorganisches Psychosyndrom.  
3. Als Ursache der psychiatrischen Erkrankung war bei den BDV-infizierten Patienten 
deutlich seltener eine familiäre Häufung psychiatrischer Erkrankungen zu finden (12,2 
PP). Ebenso fanden sich selten ein früherer oder aktueller Drogenabusus (12,2 PP), 
kindliche Entwicklungsstörungen (7,4 PP) oder ein direkter Auslöser bzw. eine 
aktuelle Belastungssituation (7,0 PP). 
Im Rahmen von BDV-Infektionen kommt es nicht primär zu klassisch psychiatrischen 
Erkrankungen und Symptomen; vielmehr stehen neuropsychiatrische Veränderungen im 
Vordergrund, die sich in Form von Bewußtseinstörungen, neurologischen Symptomen und 
im weitesten Rahmen als hirnorganisches Psychosyndrom manifestieren (s. Anhang). Die 
neuropsychiatrischen Veränderungen werden im Rahmen der Pathomechanismen weiter 
erläutert und diskutiert (s. 4.4.).   
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3.6 SH-SY5Y-Zellen 
3.6.1 Versuchsaufbau 
Um den Effekt einer BDV-Infektion an Nervenzellen näher zu untersuchen, wurde eine 
permanente Zellinie gesucht, die der natürlichen Nervenzelle möglichst ähnlich ist. Die 
Wahl fiel auf die kindliche Neuroblastomzellinie SH-SY5Y, einen Subklon des Neuro-
epithelioms SK-N-SH. Die Zellinie SH-SY5Y weist laut Angaben des DSMZ im Vergleich 
zu anderen Hirntumorzellinien wenig chromosomale Veränderungen auf: 1,8 % Polyploidie, 
46/47 (42-48)<2n>X/XX, +7, ins(1)(q32q11q43), add (9) (q34),  der(22)t(?17;q22) 
(q22;q13). Die Behandlung mit TPA und Bryostatin beeinflußt das Differenzierungs-
verhalten dieser Zellen. TPA führt morphologisch zu einer Weiterdifferenzierung durch 
Ausbildung von axonalen Strukturen. Dabei wird die Syntheseaktivität auf 25-50 % reduziert 
(JALAVA et al. (1990)). Nachdem die Zellen im Labor etabliert waren, wurden sie mit BDV 
infiziert. Das folgende Schema zeigt den Versuchsaufbau:         
SH-SY5Y + BDV  
Inf. I.
∅ BDV-
Abbildung 23: Versuchsplanung zur Untersuchung des Effekts einer BDV-Infektion auf Nervenzellen                                
Inf. I und Inf. II. = Infektionsverfahren  I. und II.; ∅ = nicht-infizierte Zellen; die Kästchen mit 
dickem Rand sind infizierte Kulturen; die grauen Kästchen mit T sind TPA-behandelt.  
Infektionsnachweis mittels IFT s. Abb. 24 
Infektions-
nachweis 
mittels IFT 
+ TPA + TPA + TPA + TPA
         Inf.-I          Inf.-I-T                        Inf.-II.    Inf.-II.-T                  ∅-T+B              ∅-T          ∅-Zellen  
Isolierung der RNA
Nachweis der Infektion mittels PCR 
Gen-Atlas 
Infektions-
nachweis 
mittels IFT 
Infektions-
nachweis 
mittels IFT 
SH-SY5Y + BDV 
Inf. II.
BDV-Inf.
nach 48 Std
Beobachtung der Morphologie (Photo) und Abschätzung der Zellzahlen  
Zeiten: O, 6, 12, 24, 48, 72, 96 Std. nach Behandlung mit TPA; s. Abb. 25 
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Die Infektion der Zellen erfolgte nach zwei unterschiedlichen Protokollen (3.6.2.). Die 
erfolgreiche Infektion der Zellen und die Vermehrung des Virus wurde mittels indirektem 
Immunfluoreszenztest geprüft. Von den beiden infizierten (I. und II.) sowie von den nicht 
infizierten Zellen (∅) wurde je eine Zellkultur mit TPA behandelt (T) und eine unbehandelt 
(0) belassen (I.0, I.T, II.0, II.T, ∅ 0, ∅ T). Desweiteren wurde eine nicht-infizierte Zellkultur 
mit TPA behandelt, und 48 Stunden später mit BDV infiziert (∅ T+B). Das Verhalten der 
Zellenkulturen wurden unter dem Mikroskop beobachtet und die morphologischen Ver-
änderungen photographisch festgehalten. Nach 96 Stunden wurde die Gesamt-RNA isoliert, 
cDNA synthetisiert und für die PCR zum Nachweis von p40 eingesetzt. Unabhängig von der 
TPA-Behandlung und unabhängig vom Infektionszeitpunkt gelang es, alle Zellen mit BDV 
zu infizieren.   
Dieser Versuch galt als Vorbereitung für die Untersuchung der Genaktivitäten von BDV-
infizierten Zellen gegenüber nicht-infizierten Zellen.   
3.6.2 Infektion von SH-SY5Y-Zellen mit BDV 
Die Neuroblastomzellen SH-SY5Y wurden auf zwei Wegen mit BDV infiziert:  
I.  Inokulation mit dem Überstand von ultraschall-lysierten infizierten MDCK-Zellen 
II.   Inokulation mit abzentrifugiertem Überstand einer infizierten MDCK-Kultur  
3.6.3 indirekter Immunfluoreszenztest mit SH-SY5Y-Zellen 
Zum Nachweis der Infektion und der Virusvermehrung in den SH-SY5Y-Zellen wurde der 
indirekte IFT durchgeführt. Wie in Abbildung 24 dargestellt zeigten die infizierten Zellen 
mit dem BDV positiven Kontrollserum G eine fein-granuläre, nukleäre Fluoreszenz. Die 
nicht-infizierten Zellen zeigten keine Fluoreszenz. 
Die Infektion und die Replikation des Virus in den Zellen konnte so bestätigt werden. 
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3.6.4 TPA-Behandlung von SH-SY5Y-Zellen 
Zur Induktion von Differenzierungsvorgängen wurden die SH-SY5Y-Zellen mit 100 nM 
TPA behandelt. In den Abständen 0, 6, 12, 24, 48, 72 und 96 Std. wurden die Zellen auf 
morphologische Veränderungen mikroskopisch untersucht (s. Abb. 25).  
Die TPA-induzierten morphologischen Veränderungen zeigten sich in einer Verkleinerung 
der Zellen von unbehandelt 11 µm Durchmesser auf 7,3 µm. Zusätzlich rundete sich der 
Zelleib ab und es kam zu einer vermehrten Ausbildung axonaler Strukturen. Die unbe-
handelten Zellen wirkten fibroblastenähnlich und bildeten ein diffuses, an Dendriten 
erinnerndes Geflecht. Bei hoher Zelldichte organisierten sich die unbehandelten Zellen zu 
Clustern (s. Abb 25;  I. 0 96 Std.). Die TPA-behandelten Zellen zeigten auch bei hoher 
Zelldichte diese Cluster nicht.  
Die Teilungsgeschwindigkeit war sehr unterschiedlich; sie war abhängig von der Ausgangs-
dichte der Zellen. Es zeigte sich in den Wiederholungen dieses Versuches, daß die Teilungs-
geschwindigkeit der unbehandelten Zellen über der der TPA-behandelten lag. Eine Quanti-
fizierung erfolgte nicht.  
Abbildung 24: indirekter  IFT mit positivem Kontrollserum; A: infizierte SH-SY5Y-Zellen, B: nicht-
infizierte SY-SY5Y-Zellen 
Erster Antikörper anti-BDV positives Kontrollserum G 1: 10 
Sekundärantikörper: FITC-markiertes anti-IgG (human) 
A B
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Abbildung 25: Morphologische Veränderungen BDV-infizierter SH-SY5Y-Zellen nach TPA-
Behandlung (I. TPA) und ohne TPA-Behandlung (I.0) nach 0, 6, 12, 48 und 96 
Stunden; Versuchsaufbau s. Abb. 23 
12 Std.
0 Std.
6 Std.
0 Std.
I. TPAI.0 
48 Std.
96 Std.
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3.6.5  Darstellung des Genabschnittes für p40 aus SH-SY5Y-Zellen mittels PCR 
Nach 96stündiger TPA-Behandlung erfolgte die Isolierung der Gesamt-RNA. Es schloß sich 
die RT-Reaktion mit PCR an.      
Abbildung 26: Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Produkten (I. und II. Runde) der Proben des 
TPA-Versuches; I. und II. = infiziert; ∅ = nicht infiziert; T = TPA-behandelt; 0 = nicht TPA 
behandelt; ∅ TB = TPA behandelt und erst nach 48 Std. mit BDV infiziert; 0 = 
Negativkontrolle, P = Plasmid  
In den infizierten Zellen wurde BDV mittels PCR nachgewiesen (s. Abb. 26). Bei den TPA-
behandelten Zellen, die erst später infiziert wurden, ist die PCR erst nach der zweiten Runde 
positiv. Die Viruslast scheint hier gegenüber den zu einem früheren Zeitpunkt infizierten 
Zellen vermindert zu sein.   
500 bp 
               L     I0    IT    II0    IIT  ∅TB  ∅0   ∅T    0    P  
I. Runde 
500 bp 
II. Runde
            
         L    I0     IT    II0   IIT  ∅TB  ∅0  ∅T   0     P 
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4 Diskussion und Ausblick 
4.1 Diagnostische Testverfahren 
4.1.1 Immunfluoreszenztest 
Der indirekte Immunfluoreszenztest ist seit 1968 als Nachweisverfahren für BDV-
spezifische Antikörper bekannt (WAGNER et al. (1968)). Der Test wurde in der Folgezeit in 
den unterschiedlichsten Variationen und für unterschiedliche Zellsysteme von vielen 
Arbeitsgruppen eingesetzt. Er gilt als sicheres Nachweisverfahren und wird gern neu 
entwickelten Testverfahren vergleichend gegenübergestellt. Dennoch konnte er bisher 
ebenso wie andere Testverfahren für die BDV-Diagnostik noch nicht als Goldstandard 
etabliert werden.  
Die MDCK-Zellen eignen sich für die BDV-Kultur in besonderer Weise, da etwa 90 % der 
Zellpopulation persistent infiziert ist und das Virus bei Subkultivierung nicht verliert. Im 
Jahre 1985 konnten erstmals mittels indirektem Immunfluoreszenztest auf MDCK-Zellen 
Antikörper gegen BDV in humanen Seren nachgewiesen werden (AMSTERDAM et al. 
(1985)). Es zeigte sich eine granuläre, fokale, rein nukleäre Fluoreszenz. Diese war 
vergleichbar mit den Fluoreszenzmustern, die von Seren BDV-infizierter Tiere ausgelöst 
werden. Eine Reaktion der Seren mit nicht-infizierten Zellen fand nicht statt; die von den 
anti-BDV-Antikörpern ausgelöste Fluoreszenz war daher spezifisch (ROTT et al. (1991)).  
Die Diagnostik von BDV-Infektionen mittels indirektem Immunfluoreszenztest konnte 
eingeführt werden und wurde über unterschiedliche Referenzverfahren bestätigt. Das 
Testverfahren ist einfach durchführbar und preiswert. Folgende Faktoren erfordern eine 
erhöhte Aufmerksamkeit bei der Durchführung der Fluoreszenztechnik:    
4.1.1.1 Abgrenzung zu antinukleären Antikörpern 
Die Untersuchung von Seren auf BDV-spezifische Antikörper mittels IFT zeigte, daß das 
virusspezifische Fluoreszenzmuster eine Unterscheidung zum Fluoreszenzmuster, das durch 
antinukleäre Antikörper ausgelöst wird, nicht immer möglich ist. Es ist daher erforderlich, 
zumindest die anti-BDV positiv reagierenden Seren auf das Vorliegen antinukleärer 
Antikörper zu untersuchen.  
Auch wenn es inzwischen eine Vielzahl von Untersuchungen über die Prävalenz von Anti-
BDV-Antikörpern bei Gesunden und bei Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen gibt, 
bleibt die Frage offen, ob es sich nicht um Kreuzreaktionen handelt, die unter Umständen 
mit einem ganz anderen Mikroorganismus assoziiert sind. Hinweise darauf fanden sich, da 
sich die spezifische BDV-Immunreaktion von menschlichen und tierischen Antikörpern 
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unterscheidet. Menschliche Antikörper binden vor allem an das Phosphoprotein (P24), 
tierische hingegen an das Nukleoprotein (P40). Longitudinale Untersuchungen zeigten bei 
persistierender Antikörperlast nur eine schwache Bindungsaffinität zu den viralen Antigenen 
(ALLMANG et al. (2001)).    
4.1.1.2 Einfluß der Fixationsverfahren 
Die Aceton-Fixierung der Zellen für den Immunfluoreszenztest führt nicht immer zu einer 
ausreichenden Fixierung der MDCK-Zellen. Während der Waschschritte lösten sich 50-80 % 
der Zellen vom Objektträger ab, je nach Dauer der Lufttrocknung. Wesentlich besser 
bewährte sich die Methanol-H2O2-Methode (s. 2.5.2.2.; 3.1.1.5.). In der Vergangenheit 
wurde mehrfach diskutiert, daß zwar die Aceton-Fixierung hinsichtlich der Fixations-Quote 
nicht absolut ist, jedoch die Fluoreszenz im Gegensatz zu anderen Fixationsverfahren nahezu 
unbeeinflußt bleibt (LIU et al. (1969)). Für diagnostische Zwecke wurden die Zellen in 
unserem Labor nur in eiskaltem Aceton fixiert, die Zellen im mexikanischen Partnerlabor 
nur mit Methanol-Peroxid. Desweiteren wurden Sekundärantikörper unterschiedlicher 
Provenienz eingesetzt und mit unterschiedlichen Mikroskopen ausgewertet. Als Ergebnis 
zeigte sich ein unterschiedliches  Fluoreszenzmuster. Im mexikanischen Labor stand eine 
zytoplasmatische Fluoreszenz im Vordergrund, bei uns dominierte eine nukleäre Fluo-
reszenz. Die Frage bleibt, ob bei den mexikanischen Zellen die Kernfluoreszenz wegen der 
bereits angesprochenen mikroskopischen Verhältnisse nicht sichtbar [Inkompatibilität von 
IFT-Objektträgern mit dem Mikroskop, so daß nur eine geringe Vergrößerung möglich war], 
oder nicht vorhanden war, da die Fixierung die antigenen Strukturen des Zellkerns 
freigesetzt hat, oder die mexikanischen Zellen mit einer Mutante des BDV infiziert sind, 
welche die Fähigkeit zur Replikation im Zellkern verloren hat (Mutation in den ersten 13 AS 
des P40) (s. 2.2.4.1.).  
Es müßten die beiden Fixierungsverfahren im Rahmen einer Studie an denselben Zellen und 
unter identischen Bedingungen durchgeführt werden, um sicher den Effekt der unter-
schiedlichen Verfahren auf die Fluoreszenz beurteilen zu können.    
4.1.1.3 Vergleich der Fluoreszenzmuster an BDV-infizierten versus nicht-infizierten 
Zellen 
Die Beurteilung eines Fluoreszenzmusters als „BDV-spezifisch“ ist erst dann sicher 
möglich, wenn ausgeschlossen werden kann, daß die Fluoreszenz durch antinukleäre 
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Antikörper hervorgerufen wird. Aus diesem Grund ist es zwingend erforderlich, eine nicht 
infizierte Zelle als Kontrolle mitzuführen. Unter diesen Bedingungen ist der IFT für den 
BDV-Antikörpernachweis ein ausreichend gut geeignetes Verfahren.   
4.1.2 Westernblot 
Der Westernblot findet in zahlreichen Variationen in der BDV-Diagnostik Verwendung. Es 
wurden virusspezifische Antigene aus Zellkulturen mittels Affinitätschromatographie isoliert 
und für den Westernblot eingesetzt (HAAS et al.  (1986)). Die Proteine P40 und P24 
konnten als Fusionsproteine an GST (Glutathion S-Transferase) gekoppelt in ein Plasmid 
(pGEX-5X-3) integriert, in E. coli (DH5a) exprimiert und anschließend gereinigt werden 
(IWAHASHI et al. (1997)). In gleicher Weise wurde das virale Gen für P10, an GST 
gekoppelt, in pGEX-2T integriert (WEHNER et al. (1997)). Da es bei Fusionsproteinen zu 
Interferenzen kommen kann und die gereinigten Proteinlösungen stets noch geringe Anteile 
von E. coli-Proteinen aufweisen, gegen die der Mensch Antikörper besitzt, wurde ein neues 
System gesucht. P24 und P40 wurden in Baculoviren einkloniert und in Pflanzenzellen zur 
Expression gebracht, wodurch die Probleme mit Fusionsproteinen umgangen werden  
konnten (ORGINO et al. (1998)). Dieses System, in sf9-Zellen exprimiert, wurde im ELISA 
und Westernblot eingesetzt. Es fand sich keine Kreuzreaktionen der Antikörper; die Qualität 
der Auswertbarkeit war gut (YILMAZ et al. (2002)).    
4.1.2.1 WB aus Zelllysat 
Der Westernblot aus dem Zelllysat infizierter MDCK-Zellen ist erfolgreich eingeführt 
worden. Die Wertigkeit des Westernblot ist mit unterschiedlichen Vergleichstesten (IFT, 
Dot-Blot, WB de Yucatán) untersucht worden. Es wurden die beiden Antigene P40 und P29 
als spezifisch erkannt. Der diagnostische Einsatz der Westernblottechnik für den BDV-
Infektionsnachweis ist nicht unproblematisch, da Patientenseren mit den Antigenen im  
Gesamtlysat unter Ausbildung vieler Banden reagieren. Es handelt sich dabei um die 
Reaktion der sogenannten natürlichen Antikörper mit zellulären Bestandteilen. Die Vielzahl 
dieser Reaktionen stört die Auswertung der virusspezifischen Reaktion. Durch die 
Beschränkung der Antigenauswahl auf Zellkernproteine wurde der Westernblot verbessert. 
Die Zahl der Banden reduzierte sich und es dominierten die virusspezifischen Antigene.   
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4.1.2.2 WB mit gereinigtem P24 und P40 
Der Westernblot de Yucatán basiert auf den virusspezifischen Antigenen P24, P40 und dem 
Expressionsnachweisprotein GST. Die Auswertung der Reaktion ist zwar BDV-spezifisch, 
jedoch durch eine mögliche Begleitimmunreaktion mit GST beeinflußt.  
Die Auswertung erfolgt über die Beurteilung der P24/P40-Bande; sieht man dort eine 
Reaktion (überwiegender Teil der Fälle), so wird anschließend die Reaktion auf GST 
beurteilt. Zeigt sich hier eine Reaktion, so wird die Reaktion mit dem Fusionsprotein als 
unspezifisch betrachtet und die Probe als negativ gewertet. Läßt sich eine Reaktion nicht 
nachweisen, so wird die Probe positiv bewertet. Das Problem ist, daß eine BDV-Diagnostik 
nur dann möglich ist, wenn Antikörper gegen GST fehlen. Dies ist bei der Mehrzahl der 
Patienten der Fall, obwohl Schistosoma mansoni auf Yucatan nicht endemisch ist. Somit 
dürfte man in dem Fall, daß sowohl eine Reaktion auf GST als auch auf P24/P40 stattfindet, 
die Probe nicht als negativ werten, sondern vielmehr als nicht beurteilbar. Die positiv 
getesteten Proben sind sicher positiv, so daß zumindest dieser Anteil der Auswertung 
unproblematisch ist. Betrachtet man auf dieser Basis den Vergleich der Untersuchungs-
verfahren in Mexiko (3.4.3.), so muß man feststellen, daß 27 von 30 Proben mittels Western-
blot nicht beurteilbar sind, was die diagnostische Aussagekraft des Tests im Sinne eines 
Ausschluß einer BDV-Infektion stark einschränkt.  
Eine Verbesserung kann erreicht werden, wenn der virusspezifische Teil vom Fusions-
produkt getrennt wird. Neue Ansätze zielen darauf ab. Auf diese Weise werden unspezi-
fische Reaktionen minimiert. Diese Fusionsprodukttrennung ist sehr aufwendig; sie bietet 
aber die Möglichkeit, über den WB hinaus Enzymimmuntests zu etablieren, die für die 
Screening-Programme besser geeignet sind als WB oder IFT.   
4.1.3 Dot-Blot 
Der Dot-Blot konnte erstmalig für den Nachweis BDV-spezifischer Antikörper eingeführt 
werden. Der Test besitzt eine Spezifität von 87% auf, und eine Sensitivität von 100%. Da er 
einfach durchzuführen ist, eignet er sich sehr gut für Screening – Untersuchungen. Als 
alleiniger Antikörpertest ist er nicht ausreichend. Ein positives Ergebnis muß durch 
mindestens ein weiteres Verfahren zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse bestätigt 
werden.  
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4.1.4 PCR 
Seit einigen Jahren ist es möglich, den Nachweis einer BDV-Infektion mit Hilfe von 
Nukleinsäureamplifikationstechniken (NAT) zu erbringen. Der Nachweis gelang zunächst 
aus infiziertem Hirnmaterial (SORG et al. (1995)), (LEBELT et al. (1996)), dann auch aus 
peripheren Blutzellen (KISHI et al. (1995)). In aktuellen Untersuchungen wurde gezeigt, daß 
die BDV-PCR aus Proben peripherer Blutzellen, die keine Granulozyten enthalten, von 
BDV-infizierten Patienten ein negatives Ergebnis lieferten, und allein das Vorhandensein 
von mindestens 20% Granulozyten einen positiven BDV-RNA-Nachweis in der PCR zur 
Folge hat (PLANZ et al. (1999)). Allerdings ist die PCR bei positivem Antikörpernachweis 
in nur wenigen Fällen ebenfalls positiv (s. 4.2.1.). In einem Ringversuch der Universitäten 
Freiburg, Homburg und Tübingen wurden 20 Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen 
und 21 gesunde Mitarbeiter mittels nested RT-PCR auf das Vorhandensein von BDV in 
PBMC getestet. In Freiburg waren alle negativ, in Tübingen ein Patient positiv und in 
Homburg zwei Mitarbeiter positiv. Es gab keine Übereinstimmung bei den positiven 
Ergebnissen, so daß die Zuverlässigkeit der nested RT-PCR für die BDV-Diagnostik sehr 
umstritten ist (LIEB et al. (1997)). Eine andere Forschungsgruppe behauptete sogar, daß alle 
mittels nested RT-PCR aus PBMC positiv getesteten Proben als falsch-positiv einzuordnen 
seien (RICHT et al. (1997)), da es zum einen nur in Laboratorien, in denen das Virus 
entweder in Kultur vermehrt wird oder in der Region endemisch ist, zu positiven PCR-
Ergebnissen kam und sich diese Ergebnisse in „BDV-freien“-Laboren nicht bestätigen 
ließen, zum anderen eine Inokulation von Patientenmaterial positiv bewerteter Patienten im 
Sinne einer BDV-Infektion im Tierversuch keine Erkrankung hervorriefen.  
Die Virämie bei einer BDV-Infektion ist sehr gering. Aus diesem Grund ist für den 
Erregernachweis die nested RT-PCR erforderlich. Neben der Empfindlichkeit des Nach-
weisverfahrens ist aber die Wahl des Untersuchungsmaterials entscheidend für den erfolg-
reichen Erregernachweis.    
Die PCR wurde als nested RT-PCR von mir am Universitätsklinikum der RWTH Aachen 
etabliert. Der BDV-RNA Nachweis gelang aus virusinfizierten Zellkulturen und erstmals 
regelmäßig aus dem Serum von Patienten.  
Die Verwendung von Patientenproben als positive Kontrolle für die PCR kann für lange Zeit 
sichere und standardisierte Ergebnisse liefern, wenn gepoolte Patientenproben genutzt 
werden. Für die BDV-PCR wurde als positive Kontrolle ein speziell konstruiertes Plasmid 
eingesetzt, dessen Amplifikationsprodukt sich in der Größe sichtbar von dem BDV-Produkt 
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unterscheidet. Auf diese Weise können Kontaminationen durch die positive Kontrolle 
erkannt werden.  
In der für die BDV-PCR-Diagnostik durchgeführten Agarose-Gelelektrophorese fiel ein 
deutlicher Unterschied in den Intensitäten der Amplifikation der p40-Teilsequenz auf. Die 
PCR wurde wiederholt, und nur ein geringer Anteil der in der ersten PCR getesteten Proben 
konnte in der zweiten PCR bestätigt werden (s. Tab. 24).  
Tabelle 24: Zusammenstellung der PCR-Diagnostik des psychiatrischen Kollektivs; PCR 1 und 2 stellen die 
Wiederholung der PCR dar, Ergebnis = Gesamtergebnis aus IFT, WB, PCR 
Patienten 3 5 6 9 11 12 17 19 26 27 30 33 36 37 
1 - - - - - - + - - - - - + - PCR 2 + - - + - - - - - - - + + - 
Ergebnis + + + + + - + + + + + + + + 
Patienten 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 
1 + + - - - + - - + - - - - - PCR 2 + - - - + - - - - - - - + - 
Ergebnis + + - - - - - + + + - + - - 
Von 28 Proben wurden 11 in mindestens einem PCR-Durchgang positiv getestet. Nur 2 
(#36, #38) (~ 18 %) der 11 positiv getesteten Proben waren in beiden PCR-Versuchen 
positiv. Die Diagnostik mittels indirektem Immunfluoreszenztest und Westernblot führte bei 
den hier aufgeführten 28 Proben in 19 Fällen zu einem positiven Ergebnis. Nur eine Probe 
(#50) zeigte in der PCR einmal ein positives Ergebnis, das weder im IFT noch im WB 
Bestätigung fand. Möglicherweise handelt es sich um die akute Phase der Infektion mit 
Virämie ohne Antikörpernachweis. Leider war eine Verlaufskontrolle bei diesem Patienten 
nicht möglich. 
Da es im Verlauf einer BDV-Infektion lediglich zu einer geringen Virämie kommt, könnte 
die nested PCR an der Nachweisgrenze arbeiten. Das würde erklären, warum eine Probe 
positiv und im nächsten Test negativ reagiert. Um diesem Problem entgegenzuwirken wurde 
versucht, die PCR mit Hilfe eines Plasmids zu quantifizieren.  
Durch die Quantifizierung der PCR-Reaktion ließe sich diese Vermutung bestätigen. Mit 
Hilfe des Plasmids wird derzeit die Quantifizierung der BDV-PCR vorbereitet.  
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4.2 Serologische Untersuchungsverfahren im Vergleich 
4.2.1 Aachener Testverfahren 
Die Aachener Testverfahren zeigen im Erkennen BDV-positiver Seren bzw BDV-negativer 
Seren eine gute Übereinstimmung, wobei jedoch die Verfahren in der Art, wie sie durchge-
führt wurden, als einzelne Verfahren nicht ausreichend für die Diagnostik sind. Erst eine 
Bestätigung durch mindestens ein anderes Verfahren ließ eine diagnostisch sichere Aussage 
zu. Der Immunfluoreszenztest könnte, als Kombinationstest mit infizierten und nicht 
infizierten Zellen durchgeführt, als ausreichend valide angesehen werden.  
Bei der Paralleltestung mit den Antikörpernachweisverfahren (WB, IFT) und der NAT 
„BDV-PCR“ zeigen sich viele Fälle, in denen der Antikörpernachweis positiv ist, der RNA-
Nachweis jedoch nicht gelingt. Es gibt auch einen Fall, in dem nur der RNA-Nachweis 
positiv ist. In der Literatur wurde beides beschrieben: In einem Versuch waren von 50 % 
RNA-positiven psychiatrischen Patienten nur 11,5 % auch im Westernblot positiv 
(SAUDER et al. (1996)). Untersuchungen an Pferden, bei denen der Antikörpernachweis 
positiv war, der RNA-Nachweis jedoch weder aus Blut noch aus inneren Organen gelang, 
zeigen, daß der RNA-Nachweis nur in sehr umschriebenen Regionen des Gehirns, die jedoch 
nicht entzündlich oder degenerativ verändert waren, möglich war (HAGIWARI et al. 
(1997)). Somit ist davon auszugehen, daß trotz persistierender BDV-Infektion die RT-PCR 
in Untersuchungsmaterial falsch negative Ergebnisse liefert.     
4.2.2 „Retest“ der Mexikanischen Seren 
Beim serologischen Retest der mexikanischen Proben (n=23) zeigte sich eine gute 
Übereinstimmung der Ergebnisse. Der Test wurde nicht als Studie durchgeführt, sondern 
diente vielmehr der Einschätzung der Qualität der einzelnen Testverfahren. Die Probleme 
der einzelnen Verfahren wurden unter 4.1. bereits besprochen. 
Zusammenfassend läßt sich folgendes sagen: 
- Der Westernblot zum Nachweis der viralen Antigene P40 und P29  aus dem gesamten Zell-
lysat ist nicht ausreichend, da Patientenseren mit einer Vielzahl nicht viraler Proteine 
reagieren, was die Auswertung erschwert. Eine Verbesserung ist die Reduktion der 
Antigene durch die Verwendung von Zellkernlysaten.   
- Der Immunfluoreszenztest mit MDCK-Zellen weist ein spezifisches Fluoreszenzmuster 
auf,  das durch antinukleäre Antikörper imitiert werden kann. Zur Vermeidung von falsch 
positiven Resultaten muß daher das Vorliegen antinukleärer Antikörper im Patienten-
serum ausgeschlossen werden.  Sinnvoll ist die Anwendung des Test mit einer infizierten 
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und einer nicht infizierten Zellkultur, so daß rein antinukleäre Reaktionen leicht erkannt 
werden. 
- Der Westernblot de Yucatán ist sehr spezifisch. Er liefert nur dann richtige Ergebnisse, 
wenn eine Reaktion mit GST fehlt. Das Interpretationschema vorort basierte auf der 
Überlegung, daß beim Nachweis einer Reaktion mit dem Fusionsprotein (GST) eine 
unspezifische Reaktion vorliegt, und damit die Reaktion mit dem Gesamtfusionsprotein 
(GST+P24/+P40) in jedem Fall auch unspezifisch ist, somit die Probe also negativ im 
Sinne von Nicht-Vorhandensein von anti-BDV-Antikörpern bewertet worden ist. Damit 
liefert dieser WB eher falsch negative Ergebnisse als falsch positive Egebnisse, was man 
an der Gegentestung der mexikanischen Proben erkennen kann. Von 13 Proben, die in 
Mexiko positiv bewertet wurden, konnten nur 2, d.h. 15,3 % nicht bestätigt werden (somit 
falsch positive Ergebnisse, wobei sie zumindest im IFT auch positive Ergebnisse 
lieferten). Von den 10 negativen mexikanischen Proben wurden 3, sprich 33,3 % von uns 
mittels IFT und WB als positiv bewertet (s. 3.4.1; Tab. 16.)  
4.2.3 Paralleltestung in Mexiko mit WB, Dot-Blot und IFT 
Während meines Aufenthaltes im Forschungslabor der Universität Merida, Mexiko habe ich 
Seren mit dem Westernblot (de Yucatán.), dem Dot-Blot und dem IFT (Aachen) parallel 
untersucht.  
Es fällt auf, daß es keine positive Probe gibt, die nicht auch im Dot-Blot erkannt wurde. Der 
Dot-Blot ist sehr einfach und schnell durchzuführen, und im Vergleich zu den anderen 
serologischen Verfahren am preiswertesten. Das Verfahren empfiehlt sich als primäre 
Untersuchungstechnik. Ergibt der Dot-Blot ein positives oder grenzwertig positives 
Ergebnis, so müßte dies mit dem Westernblot oder Immunfluoreszenztest bestätigt werden. 
Die Westernblottechnik mit rekombinanten Antigenen ist noch nicht vollkommen ausgereift, 
da sie sich primär an der Frage orientiert, ob eine Reaktion mit GST vorliegt. Zur Zeit wird 
in Mexiko versucht, das Fusionsprotein zu trennen, so daß P24 und P40 in reiner Form 
vorliegen. Dies könnte das Testverfahren erheblich verbessern.  
Der Immunfluoreszenztest mit infizierten und nicht-infizierten Zellen ist einfach und 
elegant, da das Fluoreszenzmuster vergleichend beurteilt werden kann. Auf diese Weise 
kann eine unspezifische Fluoreszenz leicht gegen die spezifische abgegrenzt werden.   
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Für die serologische Routinediagnostik empfiehlt sich folgendes Vorgehen: Die Primär-
Diagnostik wird mittels Dot-Blot durchgeführt; bei positivem Ergebnis folgt eine Be-
stätigung durch Westernblot oder Immunfluoreszenztest. Da die mexikanische Westernblot-
technik noch Schwierigkeiten in der Aussagekraft im Sinne von falsch negativen Ergebnisse 
hat, tendiere ich zu dem indirekten Immunfluoreszenztest, durchgeführt mit infizierten und 
nicht infizierten Zellen. Diese Diagnostik sehe ich als adäquat und ausreichend an.     
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4.3  Auswertung der Akten psychiatrisch erkrankter Patienten 
4.3.1 Prävalenz von BDV bei Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen 
Es konnte ein signifikant erhöhte Prävalenz von BDV-Infektionen in dem Kollektiv von 
Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen gegenüber einem Normalkollektiv gezeigt 
werden. Dieser Unterschied ist seit den 80er Jahren bekannt (AMSTERDAM et al. (1985)). 
Er bildet die Basis für den Versuch, eine spezifische Erkrankung als Korrelat einer Borna 
Infektion ausfindig zu machen.  
Die Prävalenz von BDV-Infektionen im Aachener Normalkollektiv ist im Vergleich zu den 
Normalkollektiven, die sich in der Literatur finden lassen, ungleich höher (10 % versus 0 – 4 
%). Dem könnte das Problem zugrunde liegen, daß für die Normalbevölkerung häufig ein 
Kollektiv aus Blutspendern [im Schnitt 20-40 Jahre alt, gesund !] eingesetzt wird, und so nur 
ein ausgewählter Ausschnitt der Bevölkerung in diese Statistik miteinfließt. Wir haben 
versucht einen natürlichen Querschnitt der Bevölkerung in Bezug auf Altersverteilung und 
Gesundheitsgrad einzubeziehen, indem Proben von 30 Patienten der Notfallaufnahme 
ausgewählt wurden.  
Am Beispiel der BDV-Infektion und –Erkrankung bei Tieren wird im Folgenden ein 
Einblick in die möglicherweise so auch beim Menschen ablaufenden Vorgänge im Rahmen 
einer BDV-Infektion gegeben. Dabei werden bekannte pathophysiologische Aspekte einer 
BDV-Infektion und die Ergebnisse der Auswertung der Akten von Patienten der Psychiatrie 
berücksichtigt.  
4.3.2 Borna Disease bei Tieren 
Die Bornasche Krankheit ist eine bei Einhufern und Schafen, aber auch bei z.B. Katzen, 
Hunden, Kaninchen zunächst in Europa beobachtete, jedoch global vorkommende 
enzootische Viruserkrankung des Zentralnervensystems. Das natürliche Virusreservoir ist 
bisher nicht bekannt. BDV wurde in Exkrementen wilder Vögel (Anas platyrhyncos und 
Corvus monedula) nachgewiesen werden (BERG et al. (2001)), die somit ein potentielles 
Erregerreservoir darstellen.  
Die Erkrankung verläuft häufig schwerwiegend und kann sich zu einer Meningoenzephalitis 
entwickeln. Die Erkrankung endet bei Tieren in der Regel tödlich. Die Anzahl von Borna 
Disease Fällen bei Pferden in Deutschland, Schweiz und Österreich ist gering (weniger als 
100 Fälle pro Jahr), wobei eine hohe Prävalenz von inapparenten Infektionen  (11,5 % von 
9.000 getesteten, gesunden Pferde) in Deutschland gefunden wurde (GRABNER et al. 
(1998)). Man geht davon aus, daß 12 % der Pferde in Mitteleuropa Antikörper gegen BDV 
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besitzen (STAEHELI et al. (2000)). In der Türkei wurden mittels ELISA sogar in 82 von 
323 (25 %) klinisch unauffälligen Pferden BDV-Antikörper nachgewiesen (YILMAZ et al. 
(2002)).  
Die Tabelle 25 zeigt den Verlauf der Bornaschen Erkrankung bei Ratten.   
Tabelle 25: Verlauf der Erkrankung bei Ratten 
Veränderungen Zeit post 
infectionem 
                       Verhalten  Zell- und Gewebemorphologie 
6. Tag keine Veränderungen keine Veränderungen 
10.-14. Tag keine Veränderungen perivaskuläres entzündliches Infiltrat 
20.-30. Tag beginnend: desorientiert, schlechte 
Koordination, Aggression, Appetitlosigkeit, 
Erektion, „wahnsinnig“, jedoch nicht 
paralysiert 
Meningoenzephalitis, Retinitis, entzündliche 
perivaskuläre Infiltrate  
30. – 40. Tag hyperaktive Phase, volle Ausprägung von 
oben Genanntem  
höchste Intensität der Entzündung, Neuronen-
phagozytose in Auge und Hirn 
ab 50./60. Tag Passivität Abnahme der Entzündungszeichen 
ab 100. Tag Passivität Erblindung 
200. Tag Passivität nur minimale Entzündungszeichen, nach der 
entzündlichen Phase kommt es zu keinem 
weiteren Verlust von Hirnsubstanz; atrophische 
Herde vorhanden 
Die Konsequenzen einer BDV-Infektion einer erwachsenen Ratte lassen sich wie folgt 
beschreiben:  
Tabelle 26: Symptome im Verlauf einer BDV-Infektion einer Ratte; stadienabhängige Nachweismöglichkeiten 
Erkrankung 
Zeitachse 
  akut                                                                                          chronisch 
Symptome hyperaktiv, aggressiv, 
Ataxie, Parese, Paralyse  
Ataxie, Somnolenz, 
Demenz 
Pathologie: Entzündung +++ ++              +               ±            -  
Virusnachweis: -  Hirn 
                            -  Retina
grenzwertig           pos. 
      grenzwertig           pos. 
          pos. 
          neg. 
             pos.  
             neg. 
+++ ~ starke Entzündungsreaktion; ++ mittlere, + leichte, ± grenzwertige Entzündungsreaktion  
Bei Kaninchen, Ratten und anderen Tieren führt die Infektion mit BDV zu einer stark 
ausgeprägten Retinopathie mit nachfolgender Erblindung (KREY et al. (1979)). Die durch 
BDV induzierte Retinopathie ist durch Immunsuppression positiv beeinflußbar (KREY et al. 
(1981)). 
Die Retinaveränderungen, die bei infizierten Rhesus-Affen zu finden sind, sind z.T. 
vergleichbar mit den pathologischen Veränderungen an den Augen von Menschen, bei denen 
die Ursache der Retinopathie unklar geblieben ist. Es ist somit zu erwarten, daß eine 
Beteiligung der Augen auch beim Menschen vorkommt (STITZ et al. (1981)).  
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Die BDV-Infektion neugeborener Ratten verläuft nicht in Form einer Enzephalitis, sondern 
als persistierende, tolerierte Infektion des Nervensystems (PTI-NB). Dennoch kommt es zu 
einer Vielzahl von Entwicklungs- und Verhaltensänderungen. So erreichen die infizierten 
Tiere nicht die normale Größe, können nicht zwischen Saccharin-, Quinin- und Salz-Getränk 
unterscheiden, was für Ratten normal wäre, und zeigten z.T. eine Hyperaktivität 
(BAUTISTA et al. (1994)). Bei neonatal BDV-infizierten Ratten konnten eine Vielzahl von 
hirnorganischen und psychosozialen Veränderungen nachgewiesen werden. Das Sozial-
verhalten wird als autistisch angesehen (sofern bei Ratten beurteilbar) (PLETNIKOV et al. 
(1999)). Im Kleinhirn zeigt sich eine Verminderung der Purkinje-Zellen  (EISENMAN et al. 
(1999)). Das Lernverhalten und Erinnerungsvermögen ist wegen Schädigungen im Gyrus 
dentatus (Hippokampusformation) gemindert (RUBIN et al. (1999)).   
4.3.3 Pathophysiologisches Verständnis der BDV-Infektion  
Über die pathophysiologischen Zusammenhänge einer BDV-Infektion ist bislang nicht viel 
bekannt. Es wurden zahlreiche Untersuchungen über diverse Hirnstoffwechselverände-
rungen, Entzündungsreaktionen und morphologische Korrelate durchgeführt. Ein einheit-
liches Bild der pathophysiologischen Abläufe, die eine BDV-Infektion begleite, existiert 
nicht. Im Folgenden sind Ansätze zum Verständnis dieser Vorgänge zusammengestellt:  
4.3.3.1 Allgemeines 
Das abnorme Verhalten im Rahmen einer BDV-Infektion ist auf eine immunvermittelte, 
zytolytische Antwort des Gehirns zurückzuführen. BDV selbst induziert eine persistierende, 
nicht zytopathische Infektion und breitet sich über Zellkontakte aus. Normalerweise 
repliziert das Virus in Neuronen und Astrozyten.  
An der Pathogenese von BDV sind drei Faktoren beteiligt: 
I. Das Virus ist nicht rein neurotrop, jedoch befällt es bevorzugt Neuronen des lim-
bischen Systems, ohne jedoch zytopathisch zu wirken. 
II. Die virus-induzierte Immunantwort ist verantwortlich für die Enzephalitis und für 
die Verhaltensänderungen. 
III. Es ist unklar, weshalb trotz weiterer Virusvermehrung die Entzündung im Verlauf 
abnimmt und weitgehend zurückgeht (HERZOG et al. (1983)).  
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4.3.3.2 Infektionsweg und Verbreitung 
Das Borna Disease Virus ist ein primär neurotropes Virus. Für Viren gibt es prinzipiell drei 
Möglichkeiten, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden, und damit das Nervensystem zu 
erreichen: 
- Infizierung von Makrophagen, die ungehindert in das Gehirn einwandern 
- Infizierung des Endothels (als ein Teil der Blut-Hirn-Schranke) 
- axonaler Transport des Virus aszendierend zum Gehirn 
Das Virus wird über die Nasenschleimhäute aufgenommen, erreicht dort über die Fila 
olfactoria den Nervus olfactorius. Die weitere Verbreitung erfolgt über axonalen Transport 
und über Zellkontakte. Es gelangt auf diesem Weg vornehmlich in das limbische System. 
Die Virusausbreitung hält sich an die Neuronenverschaltung, d.h. es erreicht die Hippo-
kampusformation über das afferente System, gelangt dann über den Gyrus dentatus, CA4 
und CA3 in die Pyramidenzellen der CA1-Region. Von dort zieht ein weiterer Weg über die 
Fimbriae hippocampi zu den Corpora mammilaris, und dann zum Gyrus cinguli. Der 
Hypothalamus wird bereits früh infiziert, darauffolgend der Thalamus. Das Virus breitet sich 
ausgehend vom Gyrus cinguli über den gesamten Kortex aus. Der Hirnstamm, und von dort 
aus auch das Kleinhirn, werden ebenfalls direkt über das olfaktorische System infiziert. Erst 
2-4 Wochen nach der Infektion lassen sich virale Antigene entlang des Rückenmarks 
nachweisen. In späten Stadien sind Tränenflüssigkeit, Nasensekret und Speichel virushaltig 
(KOPROWSKI et al. (1995)).   
Es war lange Zeit nicht möglich neutralisierende Antikörper nachzuweisen; Untersuchungen 
an Ratten zeigen bei Infektion immunsupprimierter Tiere eine generalisierte Infektion, bei 
Infektion immunkompetenter Tiere eine Beschränkung der Infektion auf das Nervensystem. 
Wird Serum von infizierten, immunkompetenten Ratten auf immuninkompetente, infizierte 
Tiere übertragen, so reduziert sich die Ausbreitung des Virus auf das Nervensystem 
(NÖSKE et al. (1998)) (s. 4.4.2.5).  
4.3.3.3 Pathogenese 
4.3.3.3.1 Schädigung durch das Virus 
Bei fehlender Immunreaktion ist das Virus nicht krankheitsinduzierend. Eine Infektion führt 
zu einer anhaltenden Virusvermehrung. Immunsupprimierte Tiere zeigen nach der Infektion 
ebenso wie immunkompetente Tiere eine normale Virusreplikation, jedoch kommt es bei 
immuninkompetenten Tieren weder zur Erkrankung, noch zu entzündlichen Reaktionen, 
noch zu später auftretenden Hirnatrophien (GIEREND et al. (1981)).  
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4.3.3.3.2 Schädigung durch Antikörper 
Die Beteiligung von Antikörpern an der Pathogenese der Bornaschen Erkrankung ist 
fraglich. In neonatal infizierten Ratten werden zwar virusspezifische Antikörper nachge-
wiesen, die vergleichbar hohe Titer erreichen wie adulte Tiere; eine Erkrankung bei jungen 
Ratten bleibt jedoch aus.   
Im Verlauf der natürlichen Infektion mit BDV treten im Liquor höhere Antikörper-Werte auf 
als im Serum. Nach künstlichen Infektionen sind die Antikörper-Werte in Liquor und Serum 
gleich hoch (LUDWIG et al. (1977)). Bei einem akuten Schub einer psychiatrischen 
Erkrankung produziert etwa ein Viertel der Patienten, die BDV-infiziert sind, spezifische 
Antikörper im ZNS  (BECHTER et al. (1997)).   
4.3.3.3.3 Morphologisches Korrelat einer BDV-Infektion 
Die histopathologischen Veränderungen beschränken sich auf die graue Substanz des ZNS. 
Sie treten vor allem im limbischen System mit perivenösen Infiltraten von Makrophagen 
sowie CD4+- und CD8+-positiven Lymphozyten auf. Zu Beginn der Erkrankung sind 
Neuronen, Astrozyten, Oligodendroglia-, Ependym- und Schwannsche Zellen infiziert. Bei 
Ratten beobachtet man nach langdauernder Persistenz eine Vakuolisierung der weißen 
Substanz. Später breitet sich die Infektion über den ganzen Organismus aus; findet sich das 
Virus in vielen Organen, auch in den Makrophagen des Blutes (MODROW et al. (1997)). In 
den Kernen der infizierten Neuronen und Astrozyten lassen sich Virusproteine als Joest-
Degensche Einschlußkörperchen nachweisen (JOEST et al. (1909)). An humanen Hirn-
autopsien konnte in 5 von 600 Fällen eine Sklerose des Hippokampus und eine Astrozytose 
festgestellt werden. Bei 4 der 5 Fälle, die in der Vorgeschichte Demenz und Depression 
aufwiesen, wurde BDV mittels RT-PCR und in-situ-Hybridisierung nachgewiesen (DE LA 
TORRE et al. (1996)). Bei der Hirnautopsie von vier schizophrenen japanischen Patienten 
wurde die BDV-Lokalisation im Gehirn untersucht. Es wurden eine PCR aus zwölf 
Hirnarealen durchgeführt, mit der bei einem Patienten das Virus im Temporallappen, im 
Hippocampus, der Pons und dem Kleinhirn nachgewiesen werden. Dies wurde mittels in-
situ-Hybridisierung bestätigt. Es gelang bei diesem Patienten jedoch nicht, BDV-RNA aus 
dem peripheren Blut zu isolieren (NAKAMURA et al. (2000)).    
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4.3.3.3.4 Einfluß der zellulären Immunantwort 
Die Pathogenese der BDV-Infektion steht mit der Immunantwort des Wirtes in engem 
Zusammenhang: Werden erwachsene Ratten und Mäuse mit dem Virus infiziert, erkranken 
sie und sterben einige Wochen später. Bei Infektionen von neugeborenen, immun-
supprimierten oder athymischen Mäusen fehlen die Krankheitssymptome, und das infektiöse 
Virus kann lebenslang im zentralen Nervensystem nachgewiesen werden. Diese 
persistierende Infektion ist durch das Fehlen von entzündlichen Infiltraten und Neuronen-
schäden gekennzeichnet. In den infizierten Regionen lassen sich jedoch Virusproteine nach-
weisen. Ratten mit asymptomatischer, persistierender Infektion werden nach Transfusion 
von spezifischen sensibilisierten Lymphozyten krank. Es wird vermutet, daß es eine immun-
pathologische Reaktion gegen das Myelin gibt (MODROW et al. (1997)). 
Spezifische Antikörper gegen CD4+- und CD8+-Zellen können eine Erkrankung fast voll-
ständig verhindern. Antikörper gegen CD4+-Zellen führen zu einer leicht abgeschwächten 
Symptomatik, Antikörper gegen CD8+-Zellen verhindern die Symptome, die neurologischen 
Veränderungen und die atrophischen Zeichen fast vollständig (BILZER et al. (1993)) 
(STITZ et al. (1992)). Versuche an erwachsenen Lewis-Ratten mit spezifischen Defekten in 
der zellulären Immunantwort haben bestätigt, daß der immunpathologische Mechanismus 
primär durch CD8+-Zellen bedingt ist. Die CD4+-Zellen übernehmen eine Helferfunktion.  
(HAUSMANN et al. (1998)). CD8+-Zellen wirken durch Induktion von Perforin und einer 
daraus resultierenden Zelllyse. Bei BDV-infizierten Mäusen, die einen genetischen Defekt 
des Perforins aufweisen, zeigt sich unerwarteterweise keine Änderung des Erkrankungs-
ablaufes und der histologischen Veränderungen, so daß man davon ausgehen muß, daß die 
CD8+- Zellen im Rahmen der BDV-Infektion einen anderen, bisher nicht geklärten  
Wirkmechanismus nutzen (HAUSMANN et al. (2001)).   
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Abbildung 27: Verlauf der Zytokin-Aktivitäten bei einer Ratte nach BDV-Infektion (SHANKAR et al. (1992)) 
4.3.3.3.5 Reaktion der Zytokine 
In einer Studie wurde die Expression von mRNA´s unterschiedlicher Zytokine nach intra-
nasaler Infektion mit BDV in ihrem zeitlichen und quantitativen Verlauf in den Entzün-
dungsbereichen untersucht (s. Abb. 27).                            
Il-1 ist zwischen dem 14 und 26. d.p.i erhöht, fällt in der chronischen Phase wieder ab 
Il-2 ist in gesundem Gehirn zu finden; es stieg ab dem 14.d.p.i. an und hatte sein Maximum am 38. d.p.i. 
Il-6 ist normal nur gering vorhanden und steigt ab dem 14 d.p.i. an 
TNF  ist normal nur gering vorhanden und steigt ab dem 14 d.p.i. an 
IFN ist normal nicht vorhanden, steigt während der akuten Entzündungsphase an, und bleibt in der 
chronischen Phase erhöht  
CD4-mRNA (eines surface Proteins) ist in normalem Gehirn vorhanden und steigt zwischen dem 26-38 d.p.i. 
an. 
CD8-mRNA ist normal nicht nachweisbar, wird jedoch in der frühen Phase der Entzündung induziert, ist somit 
ab dem 14 d.p.i nachweisbar, Maximum 26 d.p.i. und bleibt ab dem 60 d.p.i. konstant   
Neben der Bestätigung einer enzephalitischen Reaktion zeigt sich eine langfristig 
persistierende Erhöhung der IFN ? und CD8+- mRNA. Dies deutet darauf hin, daß langfristig 
Veränderungen persistieren, obwohl die enzephalitischen Reaktionen nach einer akuten 
Phase wieder abnehmen.    
Aktivität 
CD4-mRNA   
Il-6; TNF-α   
Il-2   
IFN-γ  
CD8-mRNAIl-1 
       10                   20                   30                   40                   50                 
60      d.p.i.
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4.3.3.3.6 Reaktion der Komplementkomponente C1q 
C1q-mRNA ist im gesunden Gehirn nicht nachweisbar. Mit Hilfe der RT-PCR konnte C1q 
mRNA aber in BDV-infiziertem Gehirn von Ratten nachgewiesen werden. Beginnend am 14 
Tag nach Infektion (d.p.i.) stieg die Aktivität auf ein Maximum am 21 d.p.i., synchron zum 
Maximum der Entzündung. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, daß C1q-pos-
Zellen (Mikroglia-Zellen) v.a. in der grauen und weißen Substanz des Hippokampus und des 
basolateralen Kortex lokalisiert sind. Der C1q mRNA-Anstieg parallel zu den neuro-
logischen Symptomen läßt vermuten, daß C1q eine Rolle in der Pathogenese der virus-
induzierten, autoimmunen Enzephalomyelitis spielt  (DIETZSCHOLD et al. (1995)).    
4.3.3.3.7 Reaktion des  Tissue Factor 
Die persistierende, tolerierte BDV-Infektion führt bei Ratten, wie bereits oben erwähnt (s. 
4.3.2.), zu Verhaltensänderungen, nicht jedoch zu einer klinisch ausgeprägten  Bornaschen 
Erkrankung. Bei diesen Tieren zeigt sich eine verminderte Expression von Tissue Factor 
(TF) in den Astrozyten. TF ist ein wesentlicher Initiator der Proteasen-Kaskade, und somit 
Initiator der Thrombinbildung. Proteasen und deren Inhibitoren spielen in der Entwicklung 
und dem Stoffwechsel des Gehirns eine wesentliche Rolle, und es wird angenommen, daß 
dies ursächlich mit den Verhaltens- und Entwicklungsveränderungen in Zusammenhang 
steht (GONZALEZ-DUNIA et al. (1996)).   
4.3.3.3.8 Inaktivierung des Neuriten-Wachstumsfaktors Amphoterin 
Das P24 bindet an ein zelluläres 30 kDa Protein, das nach Sequenzierung als Amphoterin-
protein identifiziert wurde, einem Wachtumsfaktor für das Aussprossen von Neuriten. Dies 
wäre einer der ersten Hinweise darauf, daß der Pathomechanismus direkt durch das Virus 
induziert ist, und nicht nur, wie oft angenommen, durch die Immunreaktion bedingt ist 
(KAMITANI et al. (2001)).   
4.3.3.3.9 Blockierung des Neurotrophin Nervenwachstumsfaktors (NGF) 
In PC12-Zellen, einer Zellinie, die sich unter Anwesenheit von NGF neuronal differenziert, 
blieb diese Differenzierung bei einer Infektion mit BDV aus. Dies war Folge einer „Down“-
Regulation des NGF-Rezeptors durch das Virus bzw. virusinduzierter Veränderungen 
(HANS et al. (2001)). Dies ließ sich im Tierversuch bestätigen, in dem in BDV-infizierten 
Ratten nach unterschiedlichen Zeitpunkten mRNA von NGF und NGF-Rezeptoren im 
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Hippokampus und Kleinhirn nachgewiesen wurde. Nach 14 d.p.i. war die mRNA von NGF 
sowie des NGF-Rezeptors im Hippokampus deutlich vermindert, im Kleinhirn lediglich die 
NGF-Rezeptor-mRNA. Parallel hierzu war die Anzahl an apoptotischen Zellen angestiegen 
(ZOCHER et al. (2000)).    
4.3.3.3.10 Verminderte Aktivität von Synaptophysin und P 43 
Eine BDV-Infektion führt zu einer Verminderung die Aktivität von Synaptophysin und P 43, 
einem wachstumsfaktor-assoziierten Protein, zwei wichtige Faktoren der neuronalen 
Differenzierung. Zusätzlich kommt es zu einem signifikanten Verlust kortikaler Neurone 
(GONZALEZ-DUNIA et al. (2000)).   
4.3.3.3.11 Veränderung der NO-Synthase-Aktivität 
Während einer BDV-Infektion kommt es zu einer Änderung der Expression von 
induzierbarer NO-Synthase (iNOS) mRNA und konstant exprimierter NOS (cNOS) mRNA 
im Gehirn. iNOS wird in normalem Hirngewebe nicht nachgewiesen, ist jedoch 14 d.p.i. 
nachweisbar vorhanden und hat am 21. Tag (parallel zu dem Höhepunkt der Entzündungs-
reaktion) sein Maximum. Es wird v.a. im basolateralen Kortex und im Hippokampus 
nachgewiesen. Die dort vorhandenen ED1--positiven Zellen sind auch in der Lage iNOS zu 
produzieren.  cNOS wird sowohl in normalem, als auch in infiziertem Hirn nachgewiesen, 
steigt am 17. d.p.i. an und hat sein Maximum am 21. Tag. Es wird vermutet, daß NO einen 
Faktor im pathogenetischen Prozeß der Bornaschen Erkrankung darstellt. Zusätzlich wurde 
TNFα bestimmt: Beginn am 14., Max. am 17., Abflauen ab dem 21. d.p.i. Die Proliferation 
von Mikrogliazellen war von einem drastischen Anstieg von TNF und IFNγ begleitet. 
Gleichzeitig ließen sich hohe Aktivitäten von Superoxiddismutase (SOD) als Indikator für 
die Anwesenheit von freien Radikalen nachweisen. iNOS kommt v.a. in den Makrophagen 
vor und erfährt während der akuten Phase der Bornaschen Erkrankung einen starken 
Anstieg. Das iNOS auch schon vor den klinischen Symptomen erhöht vorzufinden ist, läßt 
auf  einen kausalen Zusammenhang schließen. Zellen, in denen viel iNOS produziert wird, 
finden sich v.a. in Regionen, in denen die Neurone noch intakt sind; die iNOS-Expression ist 
in den Bereichen der Gewebsdestruktion  drastisch geringer. Dies deutet darauf hin, daß die 
iNOS-Expression ein frühes Ereignis der Neuronenzerstörung darstellt. Da allgemein ver-
mutet wird, daß NO neben der Funktion des Vasodilatators auch eine Funktion als 
Neurotransmitter hat, ist der Anstieg von NO im Hirngewebe von besonderer Bedeutung. 
Der toxische Effekt des von Makrophagen produzierten NO´s könnte in der Initiierung einer 
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Glutamat-vermittelten Zytotoxizität bestehen. Es gibt Hinweise darauf, daß NO als ein 
„retrograder-messenger“ fungiert, der die Guanylatcyclase aktiviert, was zu einem Anstieg 
von cGMP führt. cGMP kann Exzytotoxizität initiieren, indem es durch N-methyl-D-aspartat 
(NMDA)-Rezeptor zu einer glutamatergen Stimulation führt. Dies wurde jedoch von 
anderen Untersuchern in Frage gestellt, da cGMP analog keine Neurotoxizität aufweist, und 
Hemmstoffe der Guanylatcyclase den Schutz der Neuronen vor dem toxischen Effekt der 
NMDA- oder NO-spendenden sodium prussid verhindern. NO und seine abgeleiteten 
Formen haben einen starken zytotoxischen Effekt durch die Initiierung freier-Radikal-
vermittelter Lipid-Peroxidation und Sulfhydryl-Oxidation. Neben dem Zusammenhang mit 
den Neuronenschädigungen hat NO aber vermutlich auch einen antiviralen Effekt, da es 
Ribonukleotid-Reduktase bindet, was zu einer Reduzierung der Entzündung führt (ZHENG 
et al. (1993)).  
4.3.3.3.12 Medikamenteninduzierte Anfälle bei BDV 
Der Opioidantagonist Naloxon, der in der Notfallversorgung nicht-traumatischer Koma-
Patienten häufig eingesetzt wird, kann zu epileptischen Anfällen bei bestehender Enzepha-
litis führen. Im Experiment konnte an BDV-infizierten Ratten gezeigt werden, daß die Gabe 
von Naloxon zu myoklonischen, generalisierten Anfällen führt (SOLBRIG et al. (1996)).  
4.3.3.3.13 Neurotransmitterbeinflussung 
4.3.3.3.13.1 Neurotransmittersysteme 
Streß induziert eine Immunsuppression und eine verminderte Abwehrleistung gegen Viren. 
Es ist möglich, daß durch Streß bei Menschen, die persistierend mit BDV infiziert sind, das 
Virus aktiviert wird, und durch seine primäre Lokalisation im limbischen System zu 
Veränderungen des serotoninergen und dopaminergen Systems führt. Desweiteren wurde 
eine Bindung an Glutamat- und Aspartat-Rezeptoren im Hippokampus nachgewiesen, die zu 
einer Störung des Gleichgewichtes zwischen den Transmittersystemen führen kann 
(DIETRICH et al. (1998)).   
4.3.3.3.13.2 Serotonin 
IFNγ ist in der chronischen Phase der BDV-Infektion konstant erhöht (SHANKAR et al. 
(1992)). Es inhibiert direkt die virale Replikation und induziert die gesteigerte Expression 
von MHC-I und Peptidtransportermolekülen in infizierten Zellen; so erhöht es die 
Möglichkeit, daß infizierte Zellen als Ziele für zytotoxische Angriffe erkannt werden. Es 
aktiviert auch Makrophagen und lockt diese an. Ein weiterer Effekt des IFNγ ist die Senkung 
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der Tryptophan-Konzentration in anderen Zellen, wodurch es normalerweise ein Aushungern 
intrazellulärer Parasiten ermöglicht (JANEWAY et al. (1997)). Wird jedoch die 
Tryptophankonzentration im Gehirn gesenkt, so kann ein Abfall der Serotoninkonzentration 
folgen. Auf diese Weise könnte die depressive Wirkung von BDV erklärt werden. Es ist 
bekannt, daß es im Rahmen von Interferontherapien ebenfalls zu psychischen Verände-
rungen im Sinne von depressiven und neuropsychiatrischen Symptomen kommen kann, die 
auf denselben Mechanismus zurückzuführen sind.  
4.3.3.3.13.3 Dopamin 
Die Hyperaktivität in der akuten Phase ist durch die Dopaminspiegelveränderungen zu 
erklären. Es kommt zu vergleichbaren Symptomen wie bei einer Läsion der ventralen 
tegmentalen Gebiete, oder wie bei mit Amphetaminen vergifteten Tieren. Amphetamine sind 
indirekte Dopaminagonisten, da sie entweder eine vermehrte Freisetzung oder eine 
verminderte Wiederaufnahme von Dopamin bewirken. BDV-Infektionen führen zu einem 
Verlust der Sensibilität für d-Amphetamine und Apomorphine (indirekte und direkte 
Dopaminagonisten) (KOPROWSKI et al. (1995)). Die Dopaminrezeptoren im Ncl. 
accumbens infizierter Ratten sind stark reduziert (SOLBRIG et al. (1996)). Es ist von einem 
erhöhten Dopaminspiegel mit verminderter Rezeptordichte auszugehen. 
BDV-infizierte Ratten haben eine deutlich erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Cocain 
(SOLBRIG et al. (1998)).   
4.3.3.3.13.4 Acetylcholin 
Nach einer BDV-Infektion nimmt die Anzahl ChAT-pos. Nervenfasern (ChAT = 
Cholinacetyltransferase; Enzym zur Bildung & Transport von Ach) insbesondere im 
Hippokampus und Neocortex schnell ab, was auf eine massive Störung der cholinergen 
Innervation schließen läßt. Im Faserwerk, welches das basale Vorderhirn mit den 
Zielgebieten im Kortex verbindet, waren axonale Spheroide erkennbar, die als Zeichen 
axonaler Transportstörungen gelten. Ein Hinweis auf die Zerstörung von Gehirnzellen vor 
Beginn der Entzündung wurde nicht gefunden. Aus dieser Untersuchung kann geschlossen 
werden, daß motorische-, Lern-, Gefühls- und Gedächtnisstörungen zumindest teilweise das 
Ergebnis von Prozessen sind, die zu einer kortikalen, cholinergen Denervation führen (GIES 
et al. (1998)).     
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4.3.3.3.13.5 Glutamat 
Das BDV befällt im Gehirn vornehmlich Astrozyten, und reduziert in ihnen die Fähigkeit 
Glutamat aufzunehmen, das für den Schutz der Neurone relevant ist (BILLAUD et al. 
(2000)).   
4.3.3.3.13.6 Cholezystokinin & Somatostatin 
In der Akutphase fielen die mRNA´s der untersuchten Neurotransmitter (Cholezystokinin 
und Somatostatin) und des GABA-synthetisierenden Enzyms Glutaminsäuredecarboxylase 
drastisch ab. Sie normalisierten sich wieder in der chronischen Phase. Gleichzeitig wurde ein 
von Beginn an auftretender Abfall der mRNA von Mu Br 8, der ein nur im ZNS 
vorkommendes axonmembranassoziiertes Protein kodiert, gefunden, das auch in der 
chronischen Phase als Defekt bestehen bleibt. Die mRNA für Aktin blieb immer im 
Normbereich (BECHTER et al. (1997)).    
4.4 BDV-Infektionen beim Menschen 
Das Gesamtbild einer BDV-Infektion setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen:  
- Verminderung des Serotoninspiegels mit möglichem depressiven Effekt; 
- Erhöhung des Dopaminspiegels mit Sensibilitätsverlust auf Dopamin, was einer 
Schizophrenie Vorschub leisten würde;  
- Veränderungen des Acetylcholinstoffwechsels mit Einfluß auf kognitive Funktionen; 
- Störung des Gleichgewichtes von Neurotransmittersystemen; 
- Verminderung der neuronalen Differenzierung;  
- Induktion der Komplementkomponente C1q mit Einfluß auf die virus-induzierte, 
autoimmune Enzephalomyelitis; 
- verminderte Expression von Tissue Factor mit Einfluß auf Verhalten und Entwicklung;  
- Erhöhung der NO-Synthase-Aktivität mit Einfluß auf Durchblutung, Neurotransmitter und 
Entzündung.  
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Mit Kenntnis dieser pathophysiologischen Vorgänge führt das Studium der Akten, der von 
uns ausgesuchten psychiatrischen Patienten, zu einige Besonderheiten: 
1. Es gibt keinen Unterschied zwischen infizierten und nicht-infizierten psychiatrischen 
Patienten hinsichtlich der Prävalenz spezifischer psychiatrischer Erkrankungen 
(Depression, Schizophrenie, Psychose, Manie). 
2. Es gibt einen signifikanten Unterschied im Sinne einer erhöhten Prävalenz bei infizierten 
Patienten im Bezug auf Bewußtseinsstörungen, neurologische Symptome und hirn-
organisches Psychosyndrom.  
3. Bezüglich der Ursache der psychiatrischen Erkrankung zeigt sich bei den infizierten 
Patienten deutlich seltener eine positive Familien– und Drogenanamnese (jeweils 12,2 
PP), seltener kindliche Entwicklungsstörungen (7,4 PP) und ein direkter Auslöser (7,0 
PP). 
Zusammenfassend ergibt sich, daß es im Rahmen von BDV-Infektionen nicht primär zu 
klassisch psychiatrischen Erkrankungen und Symptomen kommt, sondern vielmehr zu 
neuropsychiatrischen Veränderungen, die sich in Form von Bewußtseinstörungen, 
neurologischen Symptomen und im weitesten Rahmen als hirnorganisches Psychosyndrom 
manifestieren (s. 3.5.).   
In der Vergangenheit sind viele, in ihrer Zusammenstellung unterschiedlichen Kollektive auf 
spezifische Erkrankungen mit unterschiedlichen Techniken untersucht worden. Es wurden 
zum Teil kontroverse Ergebnisse erzielt, die letztlich Hinweise dafür liefern, daß BDV-
Antikörper bei Patienten der Psychiatrie häufiger sind, aber mitnichten ein klarer kausaler 
Zusammenhang hergestellt werden kann (LIEB et al. (2001)). Die folgende Tabelle (27) gibt 
eine Übersicht: 
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Tabelle 27: Übersicht über epidemiologische Untersuchungen von BDV 
Literatur Nachweis-
verfahren 
Test-
kollektiv 
BDV-positiv 
 (%, n) 
Kontroll-
kollektiv 
BDV-positiv 
(%, n) 
Kommentar 
AMSTERDAM et al. 
(1985) 
IFT psych. Pat. 4,5 %, n=265 Gesunde 0 %, n=105  
SAUDER et al. 
(1996) 
WB 
RT-PCR 
neuropsych. 
Patienten 
9,6 %, n= 416 
50 %, n=26 
Personal 1,4 %, n=203 
- 
nur 3 der in RT-PCR pos. 
getesteten Proben waren auch in 
 der Serologie positiv 
KISHI et al. (1995) RT-PCR aus 
PBMC 
Blutspender 4,2 %, n=72 
5 %, n= 100 
- - nur 1% der 5 % weisen auch 
Antikörper gegen p24 auf  
KITZE et al. (1995) IFT MS-Patienten 0 % - -  
IWAHISHI et al. 
(1997) 
WB   
     P40  
     P24 
RT-PCR  
    p24  
    p40 
AK oder 
PCR 
Schizophrene gesamt 45 %, n=67 
12 +, 55 – 
24 +, 43 –  
6+,  61 – 
30 +, 37 - 
Kontrolle 0 %, n=26      
FU et al. (1993) WB p40 
WB p24 
WB p40 und 
p24 
Pat. mit 
affektiven 
Störungen 
38 %, n=138 
16 %, n=138 
6,5 %, n=138 
Kontrolle 16 %, n=117 
4 %, n=117 
0,85 %, n=117  
RICHT et al. (1993) 
ROTT et al. (1991) 
IFT, WB aus 
inf. MDCK 
(p40, p24, 
14 kDa) 
psych. & 
neurol. Pat. 
4-7 %, n=5000 allg. Klinik-
Patienten 
1 %, n=1000  
KISHI et al. (1995) RT-PCR aus 
PBMC 
psych. Pat. 
unterschiedl.  
Stationen 
8-50 %, n=60 
∅ = 37 %   
starke Schwankungen je nach 
Station; fraglich nosokomiale 
Infektion 
TSUJI et al. (2000) WB P40, 
P24, GP18 
RT-PCR 
psych. Pat. 0 %; n= 89  
1,8 %; n= 210 
Gesunde 0; n= 210  
0,6 %; n= 173  
NAKAYA et al. 
(1996) 
WB mit p24 Pat. mit 
chronic fatigue 
syndr. (CFS) 
32 %, n= 25 
im RT-PCR 1x positiv    
BODE et al. (1993) AK-Test psychiat. Pat. 
1.Aufenthalt 
2.Aufenthalt 
im KH 
n = 70  
2-4 % 
20 %   
häufige Assoziation zu ´major 
depression´ (30 %) im Ggs. zu 
neurotischer Depression (8 %) 
BECHTER et al. 
(1997) 
AK-Test psych. Pat.  
neurol. Pat. 
6,8 %, n=1003 
5,9 %, n= 2377 
4,9 %, n=1791 
chirurg. Pat. 3,0 % 
3,5 %, n=569 
Altersverteilung bei neurol. und 
chirurg. Pat. stetig ansteigend, bei 
psych. Pat. zw. 17-30 LJ. 6x höher; 
später Angleich an neurol. und 
chirurg. Verteilung (RICHT et al. 
(1997)) 
C. Neufelder; K. 
Ritter (SCHAADE 
et al. (2000)) 
IFT, WB, 
nested RT-
PCR 
psych. Pat.  37,3 %; n= 51 Notfall-
patienten  
10 %; n= 30 s. 3.5 
RYBAKOWSKI et 
al. (2001) 
P24-AK 
mittels 
ECLIA 
psych. Pat. 
Schizophrenie  
Manie 
Angst-
Depression 
2 %; n= 816 
4,8 %; n= 21 
50 %; n= 4 
28,6%; n= 7     
CHEN et al. (1999) RT-PCR schizophrene 
Pat. 
psychiatr. 
Pfleger 
14 %; n=74  
15 %; n=45 
Gesunde 1,4 %; n=69 Nicht nur psychiatrische Patienten 
waren positiv, sondern auch die 
Krankenpfleger in psychiatrischen 
Kliniken weisen eine signifikant 
erhöhte Durchseuchung auf. 
SALVATORE et al. 
(1997) 
neuropsych. 
Pat. 
Diagnose 
Schizophrenie 
bipolare Störung 
major depressive disorders 
Psychose 
Alzheimer 
Parkinson 
MS 
keine neurologischen Erkrankungen 
? 
BDV positiv / total 
9/17 
2/5 
0/6 
0/2 
0/19 
0/11 
0/5 
0/10 
11/75  
n = Anzahl der untersuchten Patienten 
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Aus unserem Kollektiv psychiatrisch erkrankter Personen werden nachfolgend drei Fälle mit 
nachgewiesener BDV-Infektion näher vorgestellt, um die Vielfältigkeit der mit einer BDV-
Infektion einhergehenden Veränderungen zu zeigen.  
Patient 1: (#39) 
Die 61 Jahre alte Patientin wurde von der neurologischen Klinik übernommen. Es bestanden 
seit 2 ½  Monaten starke Vergeßlichkeit, Verwirrung, Desorientierung, Müdigkeit und 
Depression. Während des Aufenthaltes in der neurologischen Klinik hatte sich der Zustand 
verschlechtert; die Patientin lief unkontrolliert und entblößt über die Station und war dort 
nicht mehr führbar, so daß sie auf eine geschützte Station verlegt wurde. Anamnestisch sind 
eine Schwangerschaftspsychose und nachfolgend einige depressive Episoden bekannt. Die 
Patientin wurde mit Antidepressiva behandelt; desweiteren wurden stets Schlafmittel 
eingenommen. Es wurde zuletzt eine unerklärliche, starke Alkoholunverträglichkeit 
festgestellt. Der körperliche Untersuchungsbefund war unauffällig. Ein Auslöser für die 
Erkrankung konnte nicht festgestellt werden; die Familienanamnese ist negativ. 
Diagnose: hirnorganisches Psychosyndrom  
Patient 2: (#5) 
Die 68 Jahre alte Patientin kam wegen starker depressiver Beschwerden erstmalig zur 
Aufnahme. Die Patientin leidet seit 8 Jahren an einem Nierenkarzinom, welches in 
Nebennieren, Lunge und Milz metastasiert hat. Es wurden wiederholt Operationen 
durchgeführt, zuletzt vor 2 Jahren. Wegen Lungenmetastasen wurde vor 4 Jahren eine 
Immuntherapie begonnen, welche wegen eines akuten Nierenversagens abgesetzt werden 
mußte. Die Patientin fühlt sich zur Zeit gut und schmerzfrei. Sie gibt nun an, seit einigen 
Monaten depressiv verstimmt zu sein, häufig ohne Grund weinen zu müssen, und 
unkontrollierte Wutausbrüche zu haben. Der formale Gedankengang ist leicht sprunghaft; es 
bestehen suizidale Tendenzen. Sie lebt in guten sozialen und familiären Verhältnissen; ein 
Auslöser für diese Depression wird sowohl von ihr als auch von dem Ehemann verneint, da 
sie während des gesamten Krankheitsverlaufes stets lebenslustig und optimistisch war. Eine 
familiäre Disposition besteht nicht.  
Diagnose: organisch bedingte Wesensänderung, depressive Episode einer affektiven Störung  
Patient 3: (#46) 
Der 33 Jahre alte Patient  mußte fixiert auf die geschlossene Station aufgenommen werden, 
nachdem er, wild um sich schlagend, auf der Arbeit die Ankunft der Strafe Gottes verkündet 
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hat. Er war zutiefst erregt und aggressiv. Seit ´93 habe er das Gefühl, daß seine Gedanken 
manipuliert würden. Seitdem wird er mit Haldol therapiert. Somatische Erkrankungen liegen 
nicht vor; die Familienanamnese ist negativ.  
Diagnose: paranoid-halluzinatorische Psychose aus dem schizophrenen Formenkreis  
4.4.1 Indikation für eine BDV-Diagnostik 
Die BDV-Diagnostik ist sinnvoll. Es gibt seit einigen Jahren Therapieansätze für die BDV-
assoziierten neuro-psychiatrischen Komplikationen, die jedoch keinem festen Therapie-
schema folgen. Abgesehen von den therapeutischen Konsequenzen ist es für den Patienten, 
die Behandlung und den psychosozialen Umgang mit der Erkrankung von Relevanz, daß die 
Ätiologie der Erkrankung richtig erkannt und zugeordnet wird.   
4.4.2 Therapieansätze 
4.4.2.1 Amantadin 
Amantadin ist vielseitiges Medikament, das bei M. Parkinson, Apathie bei multipler 
Sklerose, Kokainabhängigkeit und aber auch zur Prophylaxe viraler Erkrankungen gegeben 
werden kann. Es hat zusätzlich eine antidepressive Wirkung, ist aber als Monotherapeutikum 
bei Depression nicht zugelassen. Der antidepressive Effekt wird durch eine vermehrte 
Freisetzung von Dopamin aus striatalen Nervenendigungen und / oder Hemmung der 
Wiederaufnahme von Dopamin aus dem synaptischen Spalt erreicht. Als Virostatikum wird 
es zur prophylaktischen Behandlung von Influenza A eingesetzt. Der antivirale Effekt beruht 
auf der Hemmung der Freilegung der Virusnukleinsäure (uncoating). Darüberhinaus wird 
der Zusammenbau des viralen Nukleokapsids beeinträchtigt (OBERDISSE et al. (1997)). 
Die Fähigkeit des Wirkstoffes, die BDV-Last zu senken, ist umstritten, wobei die 
antidepressive Wirkung von Amantadin sehr wohl zu einer symptomatischen Besserung 
führen kann (STITZ et al. (1998)), (HALLENSLEBEN et al. (1997)) (CUBITT et al. 
(1997)). Amantadin ist gegen BDV insofern sicher wirksam, als es die Aufnahme der Viren 
in die Zellen (Endozytose mit Hilfe des Glykoproteins) verhindern kann (GONZALES-
DUNIA et al. (1998)). In einer Therapiestudie wurden 30 Patienten mit chronischer 
Depression für 8-12 Wochen mit Amantadin behandelt, wobei 19 Patienten (63,3 %) davon 
sowohl klinisch als auch bezüglicher der Viruslast im peripheren Blut profitierten (FERSZT 
et al. (1999)). Um diesen Effekt zu objektivieren wurde die Gedächtnisleistung vor und nach 
Amantadintherapie getestet, und ERPs aufgezeichnet (event-related potentials). Hier zeigte 
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sich eine Besserung sowohl des Kurzzeitgedächtnis als auch der ERPs frontal betont 
(DIETRICH et al. (2000)).   
4.4.2.2 Concanavalin (ConA) 
Concanavalin ist ein Lektin mit mitogener Wirkung, d.h. es regt T-Zellen zur Proliferation 
an. Mitogene induzieren im Prinzip dieselben Mechanismen einer Wachstumsreaktion wie 
Antigene. Lymphozyten existieren normalerweise als ruhende Zellen in der G0-Phase des 
Zellzyklus. Nach Stimulation mit einem Mitogen treten sie sofort in die G1-Phase ein und 
durchlaufen den normalen Zellzyklus.  
Concanavalin ist in Zellkulturen in der Lage, das Virus bis unter die Nachweisgrenze zu 
reduzieren. Da dies jedoch nur auf einem T-Zell-vermittelten Mechanismus beruht scheint es 
fraglich, inwieweit das Gewebe der Zellkulturen noch intakt ist, oder ob es sich nicht nur um 
eine Virusvernichtung unter Inkaufnahme von Zelldestruktion handelt (SOBBE et al. 
(1997)).  
4.4.2.3 Ribavirin 
Ribavirin ist ein Nukleosidanalogon, das anstelle der üblichen Purin- oder Pyrimidinbasen 
einen atypischen Heterozyklus in Form des 1,2,4-Triazols enthält. Der Wirkmechanismus ist 
noch nicht in allen Einzelheiten geklärt. Wahrscheinlich gibt es mehrere Angriffspunkte im 
viralen Vermehrungszyklus für diese Substanz. Nach der Phosphorylierung zum Mono-
phosphat ist Ribavirinmonophosphat ein potenter Hemmstoff der Inosinmonophosphat-
dehydrogenase. Dadurch wird die Umwandlung von Inosinmonophosphat zu Xanthosin-
phosphat und weiter zu Guaninnukleotiden, insbesondere GTP, gehemmt. Über den GTP-
Mangel ist auch die Hemmung der Cap-Bildung der RNA zu erklären. Darunter versteht man 
das Einführen eines 7-Methylguanosinrestes über eine 5´-5´-Triphosphatbrücke auf das 
Anfangsnukleotid. Durch Ribavirintriphosphat wird schließlich auch die viruskodierte RNA-
Polymerase gehemmt (OBERDISSE et al. (1997)).  
In Versuchen mit BDV-infizierten MDCK-Zellen konnte die Viruslast durch Gabe von 
Ribavirin deutlich gesenkt werden (MIZUTANI et al. (1998); JORDAN et al. (1999)).   
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4.4.2.4 Interferon 
In Zellkulturen konnte gezeigt werden, daß unter Gabe von Interferon die BDV-spezifischen 
Proteine und RNA sich drastisch verringerten. Im ind. Immunfluoreszenztest schienen diese 
Zellen sogar negativ. Nach Absetzen der Behandlung mit Interferon stellte sich schnell 
wieder ein normaler Zustand ein, d.h. sowohl Proteine als auch RNA waren nachweisbar 
(HALLENSLEBEN et al. (1998)). Unter Gabe von Interferon konnte sogar die Neuinfektion 
einer Zellkultur verhindert werden, wobei der Einfluß auf persistierend mit BDV infizierten 
Zellen deutlich geringer ist (HALLENSLEBEN et al. (1999)).    
4.4.2.5 neutralisierende Antikörper 
Die im Rahmen der akuten BDV-Infektion gebildeten Antikörper sind gegen P40 und P24 
gerichtet und nicht neutralisierend. In der chronischen Phase der Erkrankung treten 
Antikörper gegen GP94 auf, die neutralisierende Eigenschaften besitzen. Gentechnisch 
hergestellte monoklonale GP94-Antikörper können im Tierexperiment, wenn sie vor der 
Infektion gegeben werden, eine schwere Erkrankung verhindern (FURRER et al. (2001)).     
4.4.2.6 Anti-alpha4 Integrin – Antikörper 
Alpha4-beta1-Integrin, welches auf T-Zellen exprimiert wird, und sein Ligand VCAM-1, 
welcher an der Blut-Hirn-Schranke am Endothel exprimiert wird, sind die wesentlichen 
Faktoren für die Infiltration des infizierten Hirngewebes mit T-Lymphozyten. Mit spezi-
fischen Antikörpern gegen alpha4-Integrin konnte in vivo an Ratten eine Verbesserung der 
Klinik festgestellt werden. Die zelluläre Infiltration wurde dadurch stark reduziert, und somit 
die Enzephalitis und ihre Folgen begrenzt. Es wurde keine Erhöhung der Viruslast 
festgestellt (RUBIN et al. (1998)).  
4.4.2.7 Lebend-Impfung 
Versuche an Ratten haben ergeben, daß es bei Infektion mit teilattenuiertem BDV aus einer 
MDCK-Zellkultur in einer geringen Dosis von 102 bis 104 (TCID50), zu einer normalen 
Bornaschen Erkrankung mit leicht verlängerter Inkubationszeit kommt. Infiziert man sie 
jedoch mit einer vergleichsweise hohen Dosis (105-106 TCID50), so resultiert daraus lediglich 
eine leichte Enzephalopathie ohne Verhaltensänderungen. Es kommt zu einem starken 
Anstieg virusspezifischer Antikörper. Das Virus ist im ZNS nicht nachweisbar (OLDACH et 
al. (1995)).  
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Dieser Aspekt der Komplikation ist nicht so sehr im therapeutischen Sinne interessant als 
vielmehr im pathophysiologisch-immunologischen Sinne. Die Infektion mit einer geringen 
Dosis führt zu einer milden Erkrankung, da die Immunreaktion sehr spärlich gestartet wird 
und so das Virus in zentrale Bereiche vordringen kann, ohne einer starken immunologischen 
Reaktion ausgesetzt zu sein. Wird hingegen eine große Menge Virus dem Immunsystem 
angeboten, so erfolgt eine starke Reaktion mit hohen Antikörpertitern, und somit kann die 
Erkrankung auf humoraler Ebene bekämpft werden (wobei die Existenz neutralisierender 
Antikörper noch diskutiert wird), womit eine Bornasche Erkrankung ausbleibt.   
4.4.2.8 Tot-Impfung 
Es konnte ein rekombinanter Impfstoff hergestellt werden, der bei Ratten eine Infektion zwar 
nicht verhinderte, die Viruslast jedoch deutlich senkte. Allerding kam es zu einer Ver-
stärkung der Enzephalopathie mit Verschlechterung des Zustandes (LEWIS et al. (1999)). 
Da die Symptome einer BDV-Infektion auf die Immunreaktion zurückzuführen sind, scheint 
die Induktion einer spezifischen Immunantwort zunächst nicht sinnvoll zu sein. Das Ziel 
muß daher sein,  den Befall der Nervenzellen zu verhindern. 
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4.5 SH-SY5Y-Zellen 
Es sollte ein Zellsystem gefunden und mit BDV infiziert werden, das einer humanen 
Nervenzelle weitgehend ähnlich ist. Mit Hilfe dieses Systems kann das Gen-
Expressionsmuster für 1088 bekannte Gene des bestehenden Genatlas in den SH-SY5Y-
Zellen identifiziert werden. Die Wahl fiel auf die SH-SY5Y-Zellen, ein Subklon des 
Neuroepithelioms SK-N-SH, da die Zellen laut Genomanalyse vergleichsweise wenig 
chromosomale Veränderungen gegenüber anderen Hirntumorzellinien aufweisen (s. 3.6.1.).  
Die Zellen wurden infiziert, die Infektion mittels IFT und PCR bestätigt und die Weiter-
differenzierung mittels TPA durchgeführt. Damit ist die Basis für den Nachweis virus-
induzierter zellulärer Genaktivitäten  bereitet.     
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5 Zusammenfassung 
Die vorliegende Dissertation hat zwei experimentelle Schwerpunkte. Der erste Schwerpunkt 
liegt auf der Entwicklung diagnostischer Verfahren zum Nachweis von Bornavirus-
Infektionen beim Menschen und die Evaluierung dieser Verfahren durch eine epidemiolo-
gische Studie. Im zweiten Teil werden die Grundlagen zur Aufklärung pathophysiologischer 
Vorgänge in Nervenzellen nach einer Bornavirus-Infektion gelegt. Orientiert an diesen 
Zielen wurden folgende Ergebnisse erzielt: 
1.  Bornavirus (BDV) empfängliche MDCK-Zellen wurden im eigenen Labor etabliert. 
2. Die MDCK-Zellen wurden persistierend mit BDV infiziert. Diese virusinfizierten, im-
mortalen Zellen dienten als Quelle für die Gewinnung viraler Antigene und Nuklein-
säure. 
3. Für den Nachweis BDV-spezifischer Antikörper der Immunglobulinklassen M, G und A 
in Patientenseren wurde ein indirekter Immunfluoreszenztest auf der Basis der latent 
infizierten MDCK-Zellen entwickelt. 
4. Als serologischer Bestätigungstest wurde ein BDV-spezifischer Westernblot entwickelt 
und etabliert. Als Antigenlieferant dienten BDV-haltiges Zelllysat oder virale Fusions-
proteine. 
5. Als diagnostikrelevant wurden die viralen Antigene P40 und P29 erkannt. Ihre Identität 
wurde durch aminoterminale Sequenzanalyse bestätigt. 
6. Für den BDV-Direktnachweis wurde eine nested RT-PCR mit Primern im Bereich des 
p40-Gens entwickelt und etabliert. 
7. Als Kontrolle für die qualitative und quantitative PCR-Reaktion wurde das p40-Gen mit 
pUC 18/19 in E. coli kloniert. 
8. In Zusammenarbeit mit der hiesigen Klinik für Psychiatrie wurde ein Fragebogen ent-
wickelt, in dem neben der Diagnose relevante Symptome und Ätiologie erfaßt werden 
konnten. Auf diese Weise gelang eine Zuordnung der BDV-infizierten Patienten. 
9. 51 Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen und 30 Patienten, die wegen eines Unfall-
geschehens in der Ambulanz behandelt werden mußten, wurden serologisch und durch 
Nukleinsäureamplifikation auf das Vorliegen einer Bornavirus-Infektion untersucht. Für 
Patienten mit einem hirnorganischen Psychosyndrom war die Prävalenz der BDV-
Infektion signifikant erhöht. 
10. Die humane Neuroblastomzellinie SH-SY5Y wurde im Labor etabliert und mit BDV in-
fiziert. Durch den Nachweis sowohl viraler Antigene als auch viraler Nukleinsäure 
wurde die replikative Virusvermehrung angezeigt. 
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11. Die Behandlung der virusinfizierten Neuroblastomzellinie mit TPA führte zu einer 
morphologisch nachweisbaren Differenzierung der Zellen. Mit der Differenzierung sank 
die Viruslast in den Zellen.  
Die auf eine BDV-Infektion folgenden pathophysiologischen Abläufe in der Wirtszelle sind 
noch weitgehend unverstanden und auf molekularer Ebene kaum untersucht. Die Ergebnisse 
zu 9. und 10. bereiten den Weg für die nachfolgende Arbeit, deren Ziel es sein wird, 
virusinduzierte Veränderungen von Genaktivitäten in Nervenzellen mit Hilfe von reversen 
Northernblots auf der Basis von cDNA-arrays darzustellen.           
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7 Anhang 
7.1 Studiendesign zur Auswertung der Akten psychiatrisch erkrankter 
Patienten 
These: Die BDV-Infektion ist ursächlich an akut auftretenden, nicht von den Lebens-
umständen abhängigen, nicht genetisch determinierten  bzw. familiär gehäuft auftretenden 
psychiatrischen Veränderungen beteiligt. Primäre Veränderungen sind: Depression, Hirn-
stoffwechselveränderungen, Kopfschmerzen, motorische Störungen, Retinopathien, gering-
gradige Hirnatrophien.  
Die BDV-Infektion wird mittels Immunfluoreszenz, Westernblot und PCR  nachgewiesen.  
Auswertung: 
Untersucht wird eine Population aus der psychiatrischen Klinik (n = 51) und eine Kontroll-
population (n = 30), bestehend aus Patienten der Notfallaufnahme.  Es werden die BDV-
Infektionsraten beider Populationen verglichen. Sollte eine erhöhte Prävalenz in der 
psychiatrischen Population bestätigt werden, so wird die Population der psychiatrischen 
Patienten weiter untersucht. Es werden Subpopulationen aus der Population der 
psychiatrischen Patienten gebildet: 
a) Patienten, die eine familiäre Häufung psychiatrischer Erkrankungen aufweisen, 
b) Patienten, bei denen der Erkrankung ein konkreter Auslöser vorausging, 
c) Patienten, die ohne Vorgeschichte spontan  psychische Veränderungen aufweisen. 
Es soll geprüft werden, ob die Subpopulation c. gegenüber a. und b. eine erhöhte 
Durchseuchungsrate aufweist. Darüberhinaus sollen die Prävalenz spezifischer Erkran-
kungen (Depression, Schizophrenie, Psychose, Manie etc.) bei infizierten / nicht-infizierten 
Patienten untersucht werden.   
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7.1.1 Erfassung und Auswertung der Einzelfälle: 
Die Daten der Einzelfälle wurden anhand der Akten nach folgendem Formblatt aufgenommen.  
Name:__________________________________ 
Proben-Nr.: ____________ 
Geschlecht:  ? ?         ? ?
Geburtsdatum: ________       Alter:___________ 
Familienstand: ?  ledig     ?  verheiratet    ?   geschieden    ?   Kinder, wenn ja, wie viele ___ 
Ausbildung; Beruf: __________________________________________________________  
Welche Art von psychiatrischer Erkrankung / Störung liegt vor ? 
_________________________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________________________  
Einweisungsdiagnose:_______________________________________________________________________ 
sonstige psychiatrische Auffälligkeiten:_________________________________________________________  
Depression: ?  ja      ?   nein __________________________________________________________________ 
Bewußtseinsstörungen:  ?  ja      ?   nein ________________________________________________________ 
Schizophrenie: ?  ja      ?   nein ________________________________________________________________ 
Psychosen: ?  ja      ?   nein ___________________________________________________________________ 
Neurosen: ?  ja      ?   nein ___________________________________________________________________ 
Manie: ?  ja      ?   nein ______________________________________________________________________ 
Halluzinationen: ?  ja      ?   nein ______________________________________________________________ 
motorische oder sensorische Störungen: ?  ja      ?   nein ____________________________________________ 
Drogenkonsum: ?  ja      ?   nein _______________________________________________________________ 
kindliche Entwicklungsstörungen: ?  ja      ?   nein ________________________________________________ 
Sprachstörungen: ?  ja      ?   nein ______________________________________________________________ 
Kontaktschwächen: ?  ja      ?   nein ____________________________________________________________ 
Verhaltensstörungen:  (z.B. HKS) ?  ja      ?   nein ________________________________________________ 
Ernährungsstörungen: ?  ja      ?   nein __________________________________________________________ 
Wie lange ist der Patient in psychiatrischer Behandlung ? ___________________________________________ 
Welche Therapien wurden bisher durchgeführt ?  
_________________________________________________________________________________________  
Gibt es einen Auslöser für die Erkrankung / Veränderungen ? ?  ja      ?   nein __________________________ 
Familienanamnese  ? ________________________________________________________________________ 
sonstige somatische Erkrankungen: ____________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________________________ 
Augenerkrankungen; wenn ja, seit wann ? _______________________________________________________  
Intellektuelles Leistungsvermögen: 
Veränderungen; Konzentrationsschwächen_______________________________________________________  
Wo lebt der Patient ? ?  städtisch     ?  ländlich ___________________________________________________   
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7.2 Auswertung der Akten psychiatrisch erkrankter Patienten 
psychiatrische  Erkrankung 
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1 - 1 36 - - - + - - + - - - 3 + + - 
2 - 1 54 + + + + + - + - - - 35 - + EEG-Veränderungen 
3 + 1 69 + - - + - + - + - - 20 - - Stupor 
4 - 2 44 + - - - + - - - (Alk) - 13 + -  
5 + 1 68 + - - - - - - - - - 1 - - - 
6 + 1 47 + - - - - - - - - - 20 - + Schwindel, Schlafstörung 
7 - 1 25 - - + - - - - - - - 5 - - - 
8 - 1 51 + - - - - - - - (Alk) - 20 - - - 
9 + 1 42 - + + + - - + - - - 5 - - - 
10 - 2 43 - - + + - - + - (Alk) - 15 - - Schlafstörungen 
11 + 2 52 + - + + - - - - - - 1 - - Apoplex 
12 - 2 # # # # # # # # # # # # # # # 
13 - 2 25 + - - - - - - + - - 3 + - Hirnstammschädigung 
14 - 1 # # # # # # # # # # # # # # # 
15 - 1 71 + - - + - + - - - - 10 - - - 
16 - 1 59 + - - - - + - - - - 20 - - - 
17 + 2 42 - - - - - - - - - - 3 + - Kopfschmerz aus Auge
18 - 2 55 + - - - - - - + - - 1 + - Lagerungsschwindel 
19 + 1 46 + - + + - + + - (Alk) - 20 - + Gedächtnisschwäche 
20 - 1 39 - - + + - - + - - - 20 + - - 
21 - 1 44 - - - - - - + - PTM + 30 + - - 
22 - 1 33 - - - + - - + - - - 10 - + - 
23 - 2 58 + - - + - - + - - - 2 - - Schlafstörungen 
24 - 1 25 - + - + - - + - - - 2 - - Orientierungsstörung 
25 - 2 46 + - - - - - - - (Alk) - 1 + - - 
26 + 2 71 - + + - - - + - - - 15 - + Hirndegeneration 
27 + 1 66 + + - - - - - + BZ - 1 - - - 
28 - 1 19 - + + + - - + - - - 1 - - - 
29 - 1 36 + - - + - - + - - - 10 + + - 
30 + 1 37 + - - - - - - - - - 11 + - - 
31 - 1 27 - - - - + - - - - - 1 + + - 
32 - 1 49 + - + + - - - - - - 2 - - - 
33 + 2 41 + + - + - - + + (Alk) - ? - - - 
34 - 1 # # # # # # # # # # # # # # # 
35 - 2 22 - - - + - - - + - + 1 - + Kleinhirnatrophie 
36 + 2 77 + - - - - - - - - - 2 - - Apoplex ´97 
37 + 1 57 + - - - - - - - - - 40 + - Mediainfarkt (14.LJ) 
38 + 2 65 + - - - - - - - - - 2 + - Fazialisparese 
39 + 1 61 + - - + - - - - SM - 1 - - Orientierungsstörung 
40 - 1 39 + - + + - - + - - - 20 - - EEG mit Dysrhythmien
41 - 1 61 + - - - - - - - BZ - 4 - - konzentrationsschwach
42 - 1 60 + - - - - - - - - - 2 - + - 
43 + 1 20 - - - + - - + + + - 2 - + - 
44 - 2 66 + - - + - + - - - - 3 - - Demenz 
45 - 2 52 + - - - - - - - - - 10 - + - 
46 + 2 33 - + + + - - + - - - 6 - - - 
47 + 2 41 - + - + - - + - + - 13 + - - 
48 - 2 44 + - - - - + - - (Alk) - 5 - + - 
49 + 1 73 + - - - - + - - - - 10 - - - 
50 - 1 # # # # # # # # # # # # # # # 
51 - 1 # # # # # # # # # # # # # # # 
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Nr. somat. Erkr. Diagnose 
1 - endogene Psychose mit unklaren akustischen Halluzinationen, schizoaffektive Psychose 
2 Hypertonie, Struma chronifizierte, blande schizophrene Psychose, antriebarmes Syndrom, allg. Ängstlichkeit 
3 KHK bipolare affektive Störung, aktuell: depressives Syndrom, psychotische Symptome 
4 - depressive Reaktion wegen familiärer Konfliktsituation; neurotische Entwicklung 
5 Nieren-CA  depressive Episode, V.a. org. Störung bei Tumorleiden; Verschlechterung nach Immuntherapie 
6 Kopfschmerz dysthyme Störung bei akzentuierter Persönlichkeit, histrionische und vermeidende Züge 
7 - Schizophrenie 
8 - Depression, Schlafstörungen 
9 - chron. schizophrene Psychose, Suizidalität 
10 - paranoid-halluzinatorische Psychose aus schizophrenem Formenkreis 
11 Schlafstörungen depressives Syndrom bei Z.n. Apoplex; Zwangsstörung, schizophrene Psychose 
12 # # 
13 SHT emot. labile Pat. bei traumat. bed. cerebraler Schädigung 
14 # # 
15  bekannte bipolare Störung, jetzt rapid cycling 
16 Hashimoto bipolare affektive Störung, z.Z depressive Episode, leichte Suizidalität 
17 Lichtblitze Insomnie unklarer Genese 
18 M. Bechterew depressive Episode ohne somatisches Syndrom, Panikattacken, Klaustrophobie, Schlafstörungen 
19 - schizoaffektive Psychose jetzt schizomanische Episode mittelstarker Ausprägung 
20 - paranoid-halluzinatorischen Psychose unter traumatischen Erlebnissen, Suizidversuch 
21 Hypothyreose Borderline Persönlichkeit mit Selbstverletzung, Drogenmißbrauch, 3. Suizidversuch, PTM 
22 - akute Exazerbation einer paranoiden Psychose 
23 - Depression mit psychot. Erleben, narzißtische Persönlichkeit; V.a. hirnorganische Beeinträchtigung
24 - akute paranoide halluzinatorische Psychose in 32. Schwangerschaftswoche 
25 - Belastungsreaktion mit depressiven Zügen, akute persistierende Suizidalität 
26 Blutgerinnungs-
störungen paranoide Schizophrenie, Suizidversuch 
27 Osteoporose delirante Phase bei akutem Benzodiazepinentzug, depressive Symptome 
28 - Erstmanifestation einer paranoid-halluzinatorischen Psychose 
29 Duodenalulcus Rezidiv einer bekannten paranoid-halluzinatorischen Psychose, multiple Suizidversuche 
30 - posttraumatische Belastungsstörung; nach Unfall (SHT) kognitive Defizite 
31  Persönlichkeitsstörung mit emotional instabiler-histrionischen Persönlichkeitszügen 
32 Schlafstörungen schwere depressive Episode bei V.a. schizoaffektive Psychose 
33 paranoid-halluzinatorischen Psychose, Alkoholabusus 
34 # # 
35 Bradykardie, SD-Fehlfunktion Tourette-Syndrom mit Zwangs- und Impulskontrollstörungen 
36 Depression, Schwindelattacken, Schlafstörungen, hirnorg. Veränderungen 
37 80 % Behinderung  
Depression bei Körperbehinderung und infantiler Persönlichkeit; V.a. progr. Hirnorg. 
Beeinträchtigung 
38 Diabetes mellitus rezidiv. Depression ohne somatisches Syndrom; narzistische Persönlichkeit 
39 - hirnorg. Psychosyndrom i.R. eines ikterischen Geschehens; akute Verschlechterung 
40 Fieberkrämpfe Psychose aus schizophrenem Formenkreis mit ausgeprägter depressiver Symptomatik 
41 Insomnie schwere Depression ohne psychotische Symptome bei schwerer Insomnie; sek. Benzodiazepinabusus 
42 DM ängstlich agitierte Depression bei V.a. endogene Depression 
43 - Erstmanifestation einer schizoaffektiven Psychose 
44 KHK, Plasmozytom depressive Episode bei bipolar verlaufender aff. Psychose, Aggressivität 
45 - schwere depressive Episode mit monopolar verlaufender affektiver Störung, Suizidalität 
46 - paranoide Schizophrenie mit aggressiven Zügen 
47 - drogeninduzierte paranoid-halluzinatorische Psychose, PTM seit 14.LJ 
48 KHK, Adipositas zyklothyme Störung, bipolare Störung 
49 - zyklothyme Störung, depressive Dekompensation 
50 # # 
51 # # 
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7.3 Sequenzierungsergebnis von p40 aus dem PCR-Produkt der 
Kontrollserumprobe G    
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Lebenslauf  
Am 25. Februar 1976 wurde ich als dritte von vier Töchtern von Anna-Petra Neufelder, 
geborene Müller, und Martin Neufelder in Würzburg geboren. Meine Kindheit verbrachte 
ich in Sprockhövel, wo ich die Grundschule besuchte. Anschließend ging ich zunächst in das 
Gymnasium im Schulzentrum Holthausen, Hattingen, ab der 10. Klasse in die Graf 
Engelbert Schule, Bochum, wo ich im Jahre 1995 das Abitur ablegte.  
Im Wintersemester 1995 begann ich an der RWTH Aachen das Studium der Humanmedizin. 
Im August 1997 bestand ich die Ärztliche Vorprüfung, im September 1998 den Ersten Teil 
der Ärztlichen Prüfung. Mit der hier vorliegenden Dissertation begann ich im Februar 1998. 
Im September 1999 arbeitete ich im Rahmen dieser Doktorarbeit in dem virologischen 
Forschungszentrum der Universität Merida, Mexiko (Fernando I. Puerto Manzano, Centro de 
Investigaciones Regionales „Dr. Hideyo Noguchi" de la Universidad Autónoma de 
Yucatán.). Im Januar 2001 erschien mein erstes Buch „Kompaktleitfaden Medizin GK2“ im 
Carl Grossmann Verlag. Im Frühjahr 2001 legte ich den Zweiten Teil der Ärztlichen Prüfung 
ab. Das Praktische Jahr absolvierte ich im Medizinischen Zentrum Kreis Aachen, 
Betriebsteil Bardenberg mit dem Wahlfach Neurologie. Den Dritten Teil der Ärztlichen 
Prüfung legte ich im Frühjahr 2002 ab. Am 1.6.2002 heiratete ich Daniel Kretschmer. Seit 
Juni 2002 arbeite ich als Ärztin im Praktikum in der Inneren Abteilung des Medizinischen 
Zentrums Kreis Aachen, Betriebsteil Bardenberg. Im Herbst 2002 erscheint die 2. Auflage 
des Buches „Kompaktleitfaden Medizin GK2“ im Wiley VCH – Verlag.         
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